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Resumen 
EVALUACIÓN DE PROPIEDADES PREBIÓTICAS DE α-GALACTÓSIDOS 
OBTENIDOS DE MATERIALES VEGETALES Y SU POTENCIAL USO EN LA 
ELABORACIÓN DE ALIMENTOS FUNCIONALES 
Numerosos alimentos de consumo habitual contienen componentes bioactivos que 
ejercen un efecto positivo sobre la salud del consumidor y su bienestar. Entre estos 
componentes podemos citar a los α-galactósidos, los cuales se caracterizan por tener 
uno o más grupos α-D-galactopiranosil unidos a una molécula de glucosa de una 
sacarosa. El α-galactósido más pequeño es la rafinosa, seguido por la estaquiosa, la 
verbascosa y la ajugosa. En su conjunto,  se denominan oligosacáridos de la familia de 
la rafinosa. Se encuentran presentes en cantidades variables en semillas de numerosas 
plantas. De acuerdo a los efectos fisiológicos que ejercen en el organismo, los α-
galactósidos son carbohidratos no digeribles que pueden ser considerados factores 
antinutricionales o compuestos beneficiosos, dependiendo de los niveles consumidos en 
la dieta. Se encuentra establecido en la literatura que dosis menores a 2-3 g/día podrían 
desencadenar un efecto prebiótico. Considerando lo expuesto y teniendo en cuenta que a 
nivel nacional los alimentos que contienen prebióticos en su formulación suelen utilizar 
productos importados derivados de la fructosa principalmente (inulina y 
fructooligosacáridos), resulta promisorio la utilización de especies vegetales que estén 
disponibles, o que puedan ser obtenidos a nivel local o regional, como fuente de 
ingredientes que contienen α-galactósidos. 
En este contexto, en el presente trabajo se obtuvieron materias primas a partir de 
semillas de lupino, zapallo y trigo sarraceno. En primera instancia se evaluó y optimizó 
el proceso de extracción de los azúcares presentes en las mismas. Posteriormente, se 
evaluó la capacidad prebiótica de los materiales obtenidos frente al microorganismo L. 
paracasei y microorganismos entéricos, para luego continuar su estudio utilizando un 
modelo de ratas Wistar en crecimiento. Finalmente, se seleccionó la harina de semillas 
de zapallo debido a su alto valor nutricional, al auge de su consumo y disponibilidad de 
las semillas en nuestro país, la cual fue utilizada en la formulación de un producto 
panificado libre de proteínas formadoras de gluten. En dicho producto se analizaron 
composición centesimal, características físicas y se realizó una evaluación sensorial 
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llevada a cabo por consumidores celíacos. Los resultados fueron contrastados con los 
correspondientes a los obtenidos para un producto equivalente elaborado con premezcla 
para celíacos. 
Los resultados obtenidos demostraron que en las tres especies vegetales propuestas para 
la obtención de compuestos bioactivos fueron encontrados en diferentes proporciones 
oligosacáridos de la familia de la rafinosa. El método de aislamiento y purificación 
resultó ser simple y podría adaptarse para la obtención de α-galactósidos a escala 
preparativa. Los resultados obtenidos del ensayo de capacidad prebiótica in vitro 
demostraron que los α-galactósidos extraídos de semillas de lupino, zapallo y trigo 
sarraceno resultaron tener un score de actividad prebiótico positivo, indicando un uso 
selectivo por parte del microorganismo probiótico L. paracasei con respecto a las cepas 
patógenas utilizadas. Ensayos de capacidad prebiótica llevados a cabo con animales de 
experimentación demostraron que el consumo de harina de lupino conteniendo α-
galactósidos (GL) durante 60 días, ejerció un efecto en el crecimiento selectivo de flora 
benéfica y al mismo tiempo ocasionó una inhibición o retardo en el crecimiento de flora 
patógena en el intestino de estos animales, en comparación a los que recibieron una 
dieta control conteniendo celulosa (GC). Además, se observaron diferencias en el peso 
del ciego referido al peso corporal con mayor acidificación del contenido cecal en el 
grupo de animales GL en comparación al GC. Este descenso del pH del contenido cecal 
fue acompañado de una mayor producción de AGGC, principalmente acetato, butirato y 
propionato, consecuencia de la fermentación de α-galactósidos presentes en la dieta de 
animales GL. Además, el consumo de dieta con harina de lupino provocó una 
disminución en los niveles séricos de colesterol total, colesterol no-HDL y triglicéridos, 
así como un aumento del colesterol-HDL en los animales del GL, en comparación con 
los animales que recibieron dieta control. Por otro lado, los bajos niveles de ingesta de 
alimento para el GL se vieron reflejados en menores ingestas de Ca, que 
independientemente de la mayor tasa de absorción registrada en comparación a 
animales GC, no se observaron diferencias significativas en los contenidos del mineral 
como depósito en los huesos, entre los animales de ambos grupos. Asimismo, se 
constató un aumento significativo en el volumen óseo trabecular de los animales del GL 
en relación a los del GC. Tanto el depósito de Ca en los huesos como el número de 
trabéculas, tendrían influencia en un hueso más sano. Finalmente, se logró desarrollar 
un producto panificado con reemplazado de premezcla para celíacos por harina de 
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semillas de zapallo en un 10% y un 20% respectivamente, el cual resultó contener, 
desde el punto de vista nutricional, un perfil superior, con mayor contenido de grasas 
totales, proteínas y FDT aportados por la semilla, nutrientes que suelen estar ausentes en 
la mayoría de los productos panificados libres de gluten. El enriquecimiento de este tipo 
de productos con harina de semillas de zapallo podría utilizarse para el desarrollo de un 
alimento saludable destinado a la población celíaca, como así también, podría 
consumirse por la población en general. Actualmente la oferta de alimentos libres de 
proteínas formadoras de gluten se encuentra en crecimiento y posee un costo superior a 
los demás alimentos. El desarrollo de productos a base de harina de lupino, harina de 
semillas de zapallo y/o harina de trigo sarraceno, aumentaría la gama de alimentos para 
este segmento de personas. 
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INTRODUCTION 
 
The growing awareness of consumers on the relationship between food and 
health has led to an increasing demand for functional foods (i.e. foods that 
provide health benefits further than the basic function of contributing nutrients). 
This had led to attempts to improve the microbiota in humans and animals 
through the use of probiotics, defined as live microorganisms that, when 
administered in adequate amounts, confer a health benefit on the host 
(FAO/WHO, 2002; Roberfroid, 2002). Bifidobacteria and Lactobacilli are 
examples of bacteria in the colon that have the potential to improve the host´s 
health (Huebner et al., 2007; Moongngarm et al., 2011; Vulevic et al., 2004). 
Another strategy that pursues the same purpose consists in including in diet 
prebiotics, defined as non-digestible food ingredients that beneficially affect the 
host´s health by selectively stimulating the growth and/or activity of one or a 
limited number of bacterial species in the colon (Gibson et al., 1995; Van Loo et 
al., 1999). The ost common prebiotics are inul n and frutooligosa charides 
(FOS) (Kaplan et al., 2000), which are naturally found in various plants. Some 
other non-digestible oligosaccharides, such as galactooligosaccharides (GOS), 
are also currently considered as prebiotics (Gopal et al., 2001; Gulewicz et al., 
2000). Although legumes are the plant species that more GOS accumulate in their 
seeds, other plant families, such as Brassica, Composita, Curcubitacea and 
Malvacea, appear as good candidates as sources of these oligosaccharides (Kuo 
et al., 1988; Martínez-Villaluenga et al., 2007). Since humans do not possess 
the enzyme called α-galactosidase necessary for hydrolyzing the linkage present 
in these oligosaccharides, they cannot digest them when consumed. Intact 
oligosaccharides reach the colon, where they are preferentially fermented by 
beneficial bifidogenic microorganisms. These microorganisms produce end 
products such as lactic acid and short-chain fatty acids that contribute to several 
positive effects on the host´s health (Gibson et al., 2000; Mandalari et al., 2008; 
Wang et al., 1993). Positive health effects include: decreased lactose intolerance, 
increased resistance to intestinal pathogenic bacterial species, enhanced immune 
system, increased bioavailability of minerals, positive action on lipid metabolism, 
and decreased risk of intestinal infectious diseases, cardiovascular diseases, non-
insulin-dependent diabetes, obesity, osteoporosis and some cancers (Salminen et 
al.,  1998; Schaafsma et al., 1998; Zubillaga et al., 2001). 
The aim of this work was to evaluate the in vitro prebiotic activity of GOS and 
low-molecular-weight carbohydrates (LMWC) extracted rom lupin and squa h 
seeds on the growth of the probiotic strain Lactobacillus paracasei under 
different carbon sources. Finally, these results may be useful to identify 
combinations of a probiotic strain and prebiotics that could be added into 
functional foods. 
 
MATERIAL AND METHODS 
 
Plant material and carbohydrate extraction 
 
Seeds of squash (Curcubita maxima) and lupin (Lupinus albus) were purchased 
from a local market (Tandil, Argentina) and stored in polyethylene bags until use. 
Seeds were ground in a coffee mill KSM2 (Braun, México) and sieved through a 
sieve (mesh 32). GOS and LMWC were extracted following the procedure 
described by Gullewicz et al. (2000), slightly modified. Seeds were defatted with 
hexane for 4 h in a Soxhlet extractor and then air-dried. Defatted samples were 
extracted with 70% ethan l in a screw capped ube by orbital shaking at room 
temperature overnight. After paper filtration, the filtrate was discolored by 
activated carbon 1% w/v, evaporated on a rotavapor (Büchi, Vaccum-System B-
169, Switzerland) and finally dried in an oven at 40 °C under vacuum to constant 
weight. The GOS and LMWC thus obtained were resuspended in distilled water 
(1:1) and subjected to ultrasound for 5 minutes. The resulting suspension was 
filtered through a 0.22-micron membrane filter and the filtrate kept in sterile 
containers at -18 °C until use. 
 
Reagents 
 
The reagents used were Agar agar, Tripticase-Soy-Agar (TSA), Man-Rogosa-
Sharpe broth (MRS), Luria-Bertani broth (LB), MRS agar, meat and yeast extract 
(Britania, Argentina), glycerol (Biopack, Argentina), glucose, sucrose and 
cellulose-G (Merck, Germany), commercial prebiotic inulin GR (Beneo-Orafti, 
Belgium), and raffinose and stachyose (Sigma-Aldrich, Germany). All other 
reagents used were of p.a. quality. 
 
Determination of GOS and LMWC by Thin Layer Chromatography (TLC) 
 
GOS and LMWC contents were determined by TLC, following the procedure 
described by Kotiguda et al. (2006). TLC of carbohydrates was performed on 
The in vitro prebiotic activity of galactooligosaccharides (GOS) and low-molecular-weight carbohydrates (LMWC) extracted from lupin 
and squash seeds on the growth of Lactobacillus paracasei BGP1 was studied. To this end, the change in cell density after 24 h of L. 
paracasei growth on 1% (w/v) glucose, 1% (w/v) raffinose, 1% (w/v) commercial inulin GR, 1% (w/v) lupin extract, and 1% (w/v) 
squash extract relative to the change in cell density of a mixture of enteric strains under the same culture conditions were evaluated. 
Additionally, the principal components of GOS and LMWC in the extracts were identified using Thin Layer Chromatography. The 
highest prebiotic activity score was for L. paracasei grown on squash extract (0.55±0.03), followed by lupin extract (0.49±0.02), inulin 
(0.38±0.05) and raffinose (0.37±0.05). These results will contribute to selecting plant species as potential sources of prebiotic 
ingredients for the development of functional foods. 
 
ARTICLE INFO 
Received 5. 4. 2013 
Revised 18. 12. 2013 
Accepted 18. 12. 2013 
Published 1. 2. 2014 
Regular article 
		 10	
Palacio M.I., Weisstaub A.R., Zuleta A., Etcheverría A.I., Manrique G.D. Evaluación 
de la capacidad prebiótica in vivo de la harina de lupino (Lupinus albus) en ratas Wistar. 
V Congreso Internacional de Ciencia y Tecnología de los Alimentos. Con referato. 
Córdoba. Noviembre 2014. 
Palacio M.I., Etcheverría A.I., Zuleta Á., Weisstaub A.R., Manrique G.D. Efecto de la 
harina de lupino (Lupinus albus) sobre el metabolismo lipídico en un modelo de  ratas 
wistar en crecimiento. Anales Congreso Argentino de Ciencia y Tecnología de los 
Alimentos (CYTAL). Con referato. Buenos Aires, Argentina. Noviembre 2015. 
PARTICIPACIÓN EN CONGRESOS (modalidad poster) 
Palacio M.I., Etcheverría A.I., Manrique G.D. Fermentación de galactooligosacáridos y 
carbohidratos de bajo peso molecular obtenidos de trigo sarraceno (Fagopyrum 
esculentum) por Lactobacillus paracasei. IV Congreso Internacional de Ciencia y 
Tecnología de los Alimentos. Con referato. Córdoba. Noviembre de 2012. 
Palacio M.I., Etcheverría A.I., Mateo C.M., Manrique G.D. Actividad prebiótica in vitro 
de galactooligosacáridos obtenidos de semillas de lupino (Lupinus albus) y zapallo 
(Cucurbita maxima). XIV Congreso Argentino de Ciencia y Tecnología de Alimentos 
(CYTAL). Con referato. Rosario. Santa Fe. Octubre 2013. 
Palacio María Inés. Actividad prebiótica de galactooligosacáridos obtenidos de semillas 
de lupino (Lupinus albus). V Jornada de Alimentación de Olavarría. Con referato. FIO, 
UNCPBA, Olavarría. Octubre de 2014. 
Palacio M.I., Weisstaub A.R., Zuleta A., Etcheverría A.I., Manrique G.D. Evaluación 
de la capacidad prebiótica in vivo de la harina de lupino (Lupinus albus) en ratas Wistar. 
V Congreso Internacional de Ciencia y Tecnología de los Alimentos. Con referato. 
Córdoba. Noviembre 2014. 
Palacio M.I., Etcheverría A.I., Zuleta Á., Weisstaub A.R., Manrique G.D. Efecto de la 
harina de lupino (Lupinus albus) sobre el metabolismo lipídico en un modelo de  ratas 
wistar en crecimiento. Anales Congreso Argentino de Ciencia y Tecnología de los 
Alimentos (CYTAL). Con referato. Buenos Aires, Argentina. Noviembre 2015. 
		 11	
Zuleta A., Palacio M.I., Etcheverría A.I., Manrique G.D., Weisstaub A.R. Estudio de 
biodisponibilidad de Ca en ratas Wistar alimentadas con dietas a base de harina de 
lupino (Lupinus albus). Anales XVII Congreso Latinoamericano de Nutrición (SLAN). 
Con referato. Punta Cana, República Dominicana. Noviembre 2015. 
 
 	 12	
Índice 
AGRADECIMIENTOS        5 
RESUMEN          6 
PUBLICACIONES Y CONGRESOS      9 
ÍNDICE          12 
PALABRAS CLAVE        17 
ABREVIATURAS         17 
CAPÍTULO 1. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA     19 
1.1 Introducción general: dieta y salud      20 
1.2 Alimentos funcionales: evolución y perspectiva    21 
1.2.1 Desarrollo de alimentos funcionales: rol de los prebióticos   22 
1.2.2 Situación del marco normativo       24 
1.3 Microflora intestinal humana       28 
1.3.1 Efectos fisiológicos de la microflora intestinal    30 
1.4 Probióticos         31 
1.4.1 Definición         31 
1.5 Prebióticos         32 
1.5.1 Definición         32 
1.5.2 Oligosacáridos como prebióticos      33 
1.5.3 Evaluación del efecto prebiótico      33 
1.5.3.1 Modelos de fermentación in vitro      34 
1.5.3.2 Índices cuantitativos        34 
1.5.3.3 Modelos de fermentación in vivo      39 
1.6 α-Galactósidos         39 
1.6.1 Estructura química        39 
1.6.2 Propiedades         40 
1.6.3 α-galactósidos en materiales vegetales      40 
1.6.4 Efectos fisiológicos        44 
1.6.4.1 Digestibilidad         45 
1.6.4.2 α-galactósidos y efectos prebióticos      45 
1.6.4.3 α-galactósidos y efectos indeseables      48 
1.6.5 Fuentes vegetales como materias primas de ingredientes bioactivos  49 
1.6.5.1 Características generales de las leguminosas    49 
 	 13	
1.6.5.1.a Lupino (Lupinus albus)       51 
1.6.5.2 Características generales de las cucurbitáceas    53 
1.6.5.2.a Zapallo (Cucurbita maxima)       53 
1.6.5.3 Características generales de los pseudocereales    54 
1.6.5.3.a Trigo sarraceno (Fagopyrum esculentum)     54 
1.6.6 Métodos analíticos        56 
1.7 Enfermedad celíaca        56 
1.7.1 Definición         56 
1.7.2 Alimentos libres de gluten       58 
CAPÍTULO 2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS     59 
2.1 Hipótesis de trabajo        60 
2.2 Objetivo general         60 
2.2.1 Objetivos particulares        60 
CAPÍTULO 3. DISEÑO EXPERIMENTAL: MATERIALES Y MÉTODOS 62 
3.1 Caracterización de las muestras      63 
3.1.1 MATERIALES         63 
3.1.1.1 Semillas y muestras        63 
3.1.1.2 Reactivos         64 
3.1.2 MÉTODOS         64 
3.1.2.1 Composición centesimal de las harinas     64 
3.1.2.1.a Determinación del contenido de humedad     64 
3.1.2.1.b Determinación del contenido de proteínas     64 
3.1.2.1.c Determinación de grasas totales      65 
3.1.2.1.d Determinación del contenido de cenizas     66 
3.1.2.1.e Determinación de fibra dietaria total, soluble e insoluble   66 
3.1.2.1.f Determinación del contenido carbohidratos asimilables   67 
3.2 Obtención y análisis de α-Galactósidos     68 
3.2.1 MATERIALES         68 
3.2.1.1 Reactivos         68 
3.2.2 MÉTODOS         68 
3.2.2.1 Extracción y purificación de azúcares     68 
3.2.2.1.a Identificación de azúcares mediante cromatografía en capa fina (TLC) 70 
 	 14	
3.2.1.2.b Identificación de azúcares mediante cromatografía líquida de alta  
resolución (HPLC)         70 
3.2.3 Análisis estadístico        73 
3.3 Evaluación de la actividad prebiótica in vitro     74 
3.3.1 MATERIALES         74 
3.3.1.1 Cultivo stock de Lactobacillus paracasei     74 
3.3.1.2 Carbohidratos utilizados       75 
3.3.2 MÉTODOS         75 
3.3.2.1 Ensayos de crecimiento de Lactobacillus paracasei   75 
3.3.2.1.a Determinación de la densidad celular     77 
3.3.2.1.b Medida del pH y determinación de la acidez titulable   77 
3.3.2.1.c Recuento de colonias en placa      78 
3.3.2.1.d Cálculo de tasa de crecimiento relativo     78 
3.3.2.2 Evaluación del Score de actividad prebiótica (SAP)   79 
3.3.2.3 Ensayos de crecimiento de mezcla entérica     79 
3.3.2.3.a Recuento de colonias en placa      80 
3.3.3 Análisis estadístico        81 
3.4 Evaluación de la actividad prebiótica in vivo con animales de  
experimentación         82 
3.4.1 MODELO DE EXPERIMENTACIÓN     82 
3.4.1.1 Dietas          82 
3.4.1.2 Animales         83 
3.4.2 Determinaciones relacionadas con el balance de microflora intestinal 83 
3.4.2.1 Recuento de enterobacterias       84 
3.4.2.2 Recuento de lactobacilos       84 
3.4.2.3 Cálculo del balance de microflora intestinal     84 
3.4.3 Determinaciones sobre el ciego y contenido cecal    84 
3.4.3.1 Determinación de AGCC en contenido cecal    85 
3.4.4 Determinaciones relacionadas con el metabolismo lipídico   85 
3.4.5 Determinaciones relacionadas al metabolismo óseo y mineral  85 
3.4.5.1 Absorción aparenta de Ca y contenido de P     85 
3.4.5.2 Contenido y densidad mineral ósea      86 
 	 15	
3.4.5.3 Estudio de la composición osea en el fémur derecho   86 
3.4.6 Determinación del volumen óseo trabecular     87 
3.4.7 Análisis estadístico        87 
3.5 Aplicación de un ingrediente con componentes prebióticos al diseño  
de un alimento funcional        88 
3.5.1 Elaboración y formulación de magdalenas de chocolate libres de  
proteínas formadoras de gluten       88 
3.5.2 Caracterización fiscoquímica       89 
3.5.2.1 Composición centesimal       89 
3.5.2.2 Peso, Volumen y Volumen específico     89 
3.5.2.3 Color:CIELab         90 
3.5.2.4 Análisis de imagen digital de la estructura     90 
3.5.3 Evaluación sensorial        90 
3.5.4 Análisis estadístico        91 
CAPÍTULO 4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN     92 
4.1 Caracterización de las muestras       93 
4.1.1 Composición centesimal de las harinas     93 
4.1.1.1 Lupino (Lupinus albus)       93 
4.1.1.2 Zapallo (Cucurbita maxima)       95 
4.1.1.3 Trigo sarraceno (Fagopyrum esculentum)     96 
4.1.2 Conclusiones parciales        97 
4.2 Obtención y análisis de α-Galactósidos      99 
4.2.1 Identificación de azúcares mediante cromatografía en capa fina  99 
4.2.2 Identificación y cuantificación de azúcares mediante cromatografía  
líquida de alta resolución        100 
4.2.3 Conclusiones parciales        104 
4.3 Evaluación de la actividad prebiótica in vitro     106 
4.3.1 Crecimiento de Lactobacillus paracasei en medios con diferentes  
fuentes de carbono         106 
4.3.1.1 DO600, pH y acidez titulable       106 
4.3.1.2 Recuento en placa        110 
 	 16	
4.3.1.3 Tasa de crecimiento relativo       113 
4.3.2 Crecimiento de la mezcla entérica en medios con diferentes fuentes de  
carbono          114 
4.3.2.1 Recuento en placa de enterobacterias     114 
4.3.2.2 Cálculo del score de actividad prebiótica     115 
4.3.3 Conclusiones parciales        116 
4.4 Evaluación de actividad prebiótica in vivo con animales de  
experimentación         117 
4.4.1 Efecto del consumo de las dietas en la ganancia de peso   117 
4.4.2 Determinaciones relacionadas con el balance intestinal de los animales 118 
4.4.3 Determinaciones sobre el ciego, contenido cecal y peso de heces  120 
4.4.4 Determinación de AGCC en contenido cecal     122 
4.4.5 Efecto en el metabolismo lipídico en suero     123 
4.4.6 Efecto en el metabolismo de Ca      124 
4.4.6.1 Absorción aparente de Ca       124 
4.4.6.2 Contenido y densidad mineral óseos      126 
4.4.6.3 Evaluación de la composición ósea en el fémur derecho   127 
4.4.6.4 Volumen óseo trabecular       128 
4.4.7 Conclusiones parciales        129 
4.5 Aplicación de un ingrediente con componentes prebióticos al diseño de 
un alimento funcional        131 
4.5.1 Análisis centesimal        131 
4.5.2 Parámetros físicos        134 
4.5.3 Análisis de imagen digital de la estructura     136 
4.5.4 Evaluación sensorial        138 
4.5.5 Conclusiones parciales        141 
CAPÍTULO 5. CONCLUSIONES       144 
CAPÍTULO 6. REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS    146 
ANEXO I. Composición de medios de cultivo     177 
 	 17	
Palabras clave 
Alimentos funcionales, α-galactósidos, prebiótico, actividad prebiótica, Lactobacillus 
paracasei, mezcla entérica, lupino (Lupinus albus), zapallo (Cucurbita maxima), trigo sarraceno 
(Fagopyrum esculentum), ratas, magdalenas. 
Abreviaturas 
AIN 93 American Institute of Nutrition 
AF alimento funcional 
AGCC ácidos grasos de cadena corta 
ANVISA Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria 
CAA Código Alimentario Argentino 
CAFADyA Cámara de Fabricantes de Alimentos Dietéticos y Afines 
CBPM carbohidratos de bajo peso molecular 
CERELA Centro de Referencia para Lactobacilos 
CETP proteína esterificadora del colesterol (cholesteryl ester transfer protein) 
CG cromatografía de gases 
CMO contenido mineral óseo 
CMT contenido mineral total 
CMT t60 contenido mineral total al tiempo 60 días 
CONAL Comisión Nacional de Alimentos 
Col-HDL colesterol-HDL 
CT colesterol total 
DE desvío estándar 
DMO densidad mineral ósea 
DMT t60 densidad mineral total al tiempo 60 días 
FDA Administración de Dogras y Medicamentos (Food and Drugs Administration) 
FDT fibra dietaria total 
FOS fructooligosacáridos 
FOSHU alimentos para usos específicos de salud (Food for Specified Health Uses) 
FS fibra soluble 
FI fibra insoluble 
GC grupo control 
 	 18	
GL grupo lupino 
GOS galactooligosacáridos 
GRAS ingredientes seguros para su consumo (Generally Recognized As Safe) 
HPLC cromatografía líquida de alta resolución (high performance liquid 
chromatography) 
ICa ingesta de calcio 
ID intestino delgado 
IG intestino grueso 
INAL Instituto Nacional de Alimentos 
INTA Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria 
IP índice prebiótico 
MEP medida del efecto prebiótico 
MAGyP Ministerio de Agricultura, Ganadería y Pesca 
no-HDL colesterol no-HDL 
RFOs oligosacáridos de la familia de la rafinosa (raffinose family oligosaccharides) 
OND oligosacáridos no digeribles 
PC peso corporal 
POS palatinosaoligosacáridos 
SAP score de actividad prebiótica 
SENASA Servicio Nacional de Sanidad Animal 
SOS sojaoligosacáridos 
TAGCC producción total de ácidos grasos de cadena corta 
TCR tasa de crecimiento relativa 
TG triglicéridos 
TGI tracto gastrointestinal 
TLC cromatografía en capa fina (thin layer chromatography) 
UFC unidades formadoras de colonias 
α-GOS α-galactooligosacáridos 
α-GOSL α-galactósidos extraídos de harina de lupino 
α-GOSTS α-galactósidos extraídos de harina de trigo sarraceno 
α-GOSZ α-galactósidos extraídos de harina de zapallo 
%AbsA porcentaje de absorción aparente de Ca 
%VD porcentaje de valor diario recomendado 
%VO porcentaje del volumen óseo 
Capítulo 1 
 
Revisión Bibliográfica 
CAPÍTULO 1. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
	 20	
1.1 INTRODUCCIÓN GENERAL: DIETA Y SALUD 
Hace 2000 años, la población mundial estaba constituida por 250 millones de 
personas, número que se duplicó luego de 16 siglos. En 1850 se alcanzaron los 1000 
millones de habitantes, cifra que se duplicó nuevamente en 1950. En el año 2012 la 
población mundial alcanzó los 7000 millones de personas, esperándose para el año 2030 
una población cercana a los 8500 millones de personas (FAO, 2012). Este crecimiento 
exponencial de la población mundial implica la necesidad de un incremento en la 
producción de alimentos. Según diversas fuentes, en las próximas décadas se producirá 
una expansión en la demanda de alimentos del 70% al 100% respecto a la registrada  
actualmente (FAO, 2009; Vilella y Renis, 2013). Los fundamentos de estos cálculos se 
sustentan en varios factores, entre los que se pueden citar el aumento de la población, la 
incorporación masiva de millones de personas a la clase media (lo que modifica el 
acceso y los hábitos de consumo de alimentos), la urbanización (actualmente se 
considera que un 49% de la población es urbana, previéndose que esa cifra aumente a 
un ritmo acelerado a un valor cercano al 70%) y el nivel de ingreso esperado, que será 
varias veces superior al actual (Vilella y Renis, 2013). 
Como consecuencia de los avances científicos, se puede afirmar que durante las 
últimas décadas se ha producido un cambio de paradigma en el campo de la nutrición, 
especialmente en sociedades desarrolladas, transformándose de uno basado en una 
“nutrición adecuada”, entendida como suficiente y dirigida a evitar déficits, al de 
“nutrición óptima”, es decir, aquella que no sólo aporta las necesidades energéticas y 
nutricionales básicas, sino que también proporciona beneficios fisiológicos adicionales. 
Esto ha traído como consecuencia una modificación tanto del concepto de alimento 
como de su función, lo que se ha visto reflejado en los cambios de hábitos del 
consumidor y en las nuevas tendencias de la industria alimenticia a nivel mundial. La 
nutrición adquiere así un nuevo enfoque terapéutico y preventivo, participando en la 
promoción de la salud. El reto del futuro es la “nutrición a la carta”, diseñada teniendo 
en cuenta los factores genéticos y medioambientales y destinada a un grupo dado de 
individuos, o inclusive a un individuo en particular (Silveira-Rodríguez, Monereo-
Megías y Molina-Baena, 2003; Gómez Romero, 2010). 
CAPÍTULO 1. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
	 21	
En un mundo cada vez más demandante de alimentos de calidad, sumado a la 
creciente conciencia de consumidores sobre la relación que establecen entre 
alimentación y salud, se advierte un progresivo aumento en la disponibilidad de 
alimentos con propiedades beneficiosas, conocidos como funcionales. Un alimento 
puede ser considerado funcional si, más allá de proporcionar una nutrición adecuada 
desde el punto de vista tradicional, ha demostrado científicamente que afecta de forma 
beneficiosa a una o varias funciones relevantes del organismo, de manera que 
proporciona un mejor estado de salud y bienestar y/o reduce el riesgo de padecer 
enfermedades (Roberfroid, 1995). 
El rápido crecimiento que ha experimentado en los últimos años el mercado de 
alimentos funcionales, es consecuencia de varios factores, tales como la disponibidad de 
innovaciones tecnológicas, el auge en el desarrollo de nuevos productos y el número 
creciente de consumidores conscientes del cuidado de su salud e interesados en 
productos que mejoren la calidad de vida (Granato y col., 2010; Barboza, 2012). 
1.2 ALIMENTOS FUNCIONALES: EVOLUCIÓN Y PERSPECTIVA 
Si bien el fundamento que subyace en el concepto de alimento funcional (AF) ya 
fuera antiguamente delineado por Hipócrates en lemas como: “Deja que la comida sea 
tu medicina”, no fue sino después de varios siglos que comenzaron a recopilarse 
evidencias científicas que avalaron esta consigna, apoyando la idea de que la dieta 
desempeña un papel fundamental en la modulación de las funciones fisiológicas del 
cuerpo, y por tanto en el estado de salud (Vasiljevic y Shah, 2008). 
El concepto de AF surge en Japón en 1984, luego de un estudio que relacionó 
nutrición, satisfacción sensorial, fortificación y modulación de sistemas fisiológicos, 
con el fin de definir aquellos productos alimenticios fortificados con componentes que 
confieren efectos fisiológicos beneficiosos (Hardy, 2000). El concepto de AF fue 
desarrollado como una necesidad para reducir altos costos de seguros de salud que 
aumentaban por la necesidad de cobertura a una población progresivamente más 
longeva. Actualmente, Japón es un país que exhibe un enorme mercado de alimentos 
funcionales (www.functionalfoodsjapan.com). 
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Dicho concepto ha evolucionado en el tiempo y como consecuencia han surgido 
diversas definiciones que coexisten en el presente. En general, todas ellas coinciden en 
considerar un AF al alimento que forma parte normal de la dieta y que brinda beneficios 
adicionales a la salud, más allá del mero nutrimental, reduciendo los riesgos de 
incidencia de ciertas enfermedades y/u optimizando el bienestar general (Bigliardia y 
Galatib, 2013). De acuerdo a una clasificación de alimentos funcionales propuesto por 
Makinen-Aakula (2006) los citados beneficios pueden agruparse en tres clases 
principales: beneficios directos a la salud, reducción del riesgo de enfermedades y 
mejoras de la calidad de vida. Un AF puede ser un alimento natural o modificado 
(alterando, añadiendo o eliminando uno o varios de sus componentes) o una 
combinación de ambos, que forman parte normal de la dieta. 
Por otro lado, existe una creciente tendencia mundial a preservar la biodiversidad 
como herencia natural desarrollada desde los orígenes de la humanidad. El fin 
primordial es garantizar el equilibrio de los ecosistemas, mientras que al mismo tiempo, 
pretende asegurar un uso sostenible de los recursos naturales que subvengan al ser 
humano frente a necesidades futuras, garantizando así su supervivencia. Así, la 
diversidad de los recursos vegetales se convierte en un componente esencial del 
desarrollo sustentable desde el punto de vista ecológico, social y económico. En el caso 
particular de cultivos de interés para la alimentación humana, una enorme variedad de 
especies, consideradas no tradicionales, posee un enorme potencial como fuente de 
nuevos productos alimenticios, que además de nutritivos y seguros, tienen un valor 
agregado por su aporte positivo en el mantenimiento de un buen estado de salud. 
En base a todo lo anteriormente expuesto, resulta clara la importancia de 
desarrollar líneas de investigación en el área de Ciencia y Tecnología de alimentos que 
involucren el uso de recursos vegetales que estén disponibles, o que puedan ser 
obtenidos a nivel local o regional, como materias primas de ingredientes con uso 
potencial en la elaboración de alimentos funcionales, contribuyendo de esta manera a la 
innovación de la industria alimenticia a través de la incorporación de productos que 
aporten beneficios a la salud de los consumidores. 
1.2.1 DESARROLLO DE ALIMENTOS FUNCIONALES: ROL DE LOS 
PREBIÓTICOS 
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El desarrollo de nuevos alimentos funcionales resulta una tarea cada vez más 
desafiante en lo que respecta a innovación, ya que estos alimentos deben cumplir con 
las expectativas de los consumidores en cuanto a su calidad como productos apetecibles 
y saludables (Shah, 2007; Granato y col., 2010). Este desarrollo se nutre de los 
conocimientos científicos que surgen de la investigación básica y aplicada en la materia. 
De acuerdo con Siro y col. (2008), uno de los primeros pasos en el desarrollo de un AF 
consiste en identificar las expectativas del consumidor hacia dicho producto. Según 
Roberfroid (2000) un producto alimenticio puede hacerse funcional mediante la 
eliminación de algún componente identificado como causante de efectos perjudiciales 
(e.g. proteínas alergénicas, lactosa, fenilalanina) cuando es consumido por ciertos 
individuos; mediante el aumento de la concentración de un componente naturalmente 
presente (fortificación con micronutrientes); aumentando la concentración de un 
componente no nutritivo a un nivel conocido para producir un efecto beneficioso; o 
agregando un componente que no está normalmente presente en la mayoría de los 
alimentos y no es necesariamente un macro o micronutriente, pero que se ha demostrado 
que posee efectos beneficiosos (como antioxidantes, prebióticos, probióticos). 
Desde el punto de vista de la investigación, el desarrollo de alimentos funcionales 
representa un territorio donde la experiencia de los tecnólogos de alimentos, 
nutricionistas, veterinarios, médicos y químicos de alimentos deben combinarse para 
obtener productos innovadores, manteniendo la calidad de los alimentos tradicionales. 
Por otro lado, estos alimentos deben ser capaces de modular parámetros fisiológicos 
relacionados con la prevención de la enfermedad o estado de salud (Fogliano y 
Vitaglione, 2005). Actualmente, existen numerosas sustancias que han sido descriptas 
para el diseño de alimentos funcionales, entre ellos fitoesteroles, vitamina E, probióticos 
(lactobacilos y bifidobacterias), prebióticos (inulina, fructooligosacáridos: FOS, 
galactoologosacáridos: GOS) y simbióticos (probióticos en combinación con 
prebióticos), polifenoles e isoflavonas. Los oligosacáridos no digeribles (OND) se 
encuentran como componentes naturales en muchos alimentos comunes como fruta, 
legumbres, cereales, leche, etc. y durante la última década su popularidad como 
ingrediente alimenticio ha aumentado rápidamente, particularmente en Japón y Europa 
(Pérez-Conesa, 2003). En 1991 el gobierno japonés legisló sobre los Food for Specified 
Health Uses (FOSHU: alimentos para usos específicos de salud) entre los que se 
incluyeron a los FOS, GOS, sojaoligosacáridos (SOS) y palatinosaoligosacáridos 
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(POS). Esta popularidad se ha debido principalmente a los posibles beneficios para la 
salud que se han asociado con el consumo de estos compuestos. Sus propiedades 
nutritivas se originan principalmente en su resistencia a las actividades hidrolíticas en la 
parte superior del tracto digestivo de monogástricos, seguidos por una extensa 
fermentación en el intestino grueso. Además, debido a su capacidad de estimular 
selectivamente el crecimiento de las bifidobacterias de la microbiota del colon, han sido 
propuestos como sustancias con carácter prebiótico. Con este contexto, los prebióticos 
actualmente se reconocen como compuestos fisiológicamente activos que pueden 
mejorar la salud, siendo utilizados por las industrias alimentarias en la producción y  
desarrollo de alimentos funcionales. 
1.2.2 SITUACIÓN DEL MARCO NORMATIVO 
Los cambios en el estilo de vida de las sociedades modernas, han llevado a 
cambios en el modelo de consumo en los últimos 30 años. Los consumidores 
comenzaron a mostrar cierto interés por los efectos beneficiosos de determinados 
alimentos, es así, que la industria alimentaria introdujo en el mercado un número cada 
vez mayor de mensajes relacionados con sus propiedades nutricionales o a los efectos 
beneficiosos del alimento sobre la salud del consumidor, como es el caso de los 
alimentos funcionales. El creciente interés en los mismos, justificaron que las 
autoridades de los diferentes países, establezcan políticas regulatorias en relación a los 
mismos y sus respectivas alegaciones de salud. 
Como primer antecedente de legislación en materia de los alimentos funcionales, 
tal como se mencionó anteriormente, en 1991 Japón establece el concepto de alimentos 
para uso específico de salud “FOSHU”, incluyendo dentro de esta categoría aquellos 
alimentos autorizados por el Ministerio de Salud, con previa presentación de evidencia 
científica que avale que su consumo dentro de una dieta normal, genera beneficios para 
la salud (Saito, 2007). 
A nivel internacional, en el ámbito del Codex Alimentarius, no se encuentran 
definidos los alimentos funcionales como categoría, pero desde 2004 están en vigencia 
lineamientos aplicables a las declaraciones de salud en los rótulos de los alimentos. Las 
normativas vigentes se aplican a todos los alimentos y profundizan sobre la 
comunicación de propiedades, distinguiendo declaraciones nutricionales y declaración 
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de propiedades saludables (Borda, 2011). Las declaraciones nutricionales se refieren a 
la enumeración normalizada del contenido de nutrientes o al contenido comparativo o 
relativo de los mismos. Por otro lado, las declaraciones de propiedades saludables hacen 
referencia a cualquier representación que declare, sugiera o implique que existe una 
relación entre el alimento, o un constituyente de dicho alimento, y la salud. 
Por su parte, la Comisión Europea regula desde el año 2010 la comercialización y 
el consumo de los alimentos funcionales, mediante el Reglamento de la Comisión 
Europea Nº 1924/2006, relativo a las declaraciones nutricionales y propiedades 
saludables de los alimentos, en las que deben incluirse la cantidad de alimento y las 
pautas de consumo requeridas, para obtener el efecto declarado. Solamente se autoriza 
el uso de declaraciones nutricionales y de propiedades saludables, si se cumplen las 
siguientes condiciones respecto al componente funcional: 
(i) que se haya demostrado científicamente su efecto beneficioso, 
(ii) que se encuentre en el producto final en cantidad suficiente y en una forma 
asimilable por el organismo, 
(iii) que la cantidad que se consuma razonablemente proporcione una cantidad 
significativa de la sustancia activa, y 
(iv) que el consumidor medio comprenda los efectos beneficiosos que se 
expresan en la declaración (Sanz y Dalmau, 2008; Sarmiento Rubiano, 
2008). 
En el caso de los Estados Unidos, los alimentos funcionales, no están legalmente 
definidos. Hasta la fecha las leyes de Etiquetado y Educación Nutricional, y la de 
Suplementos Dietarios, Salud y Educación, constituyen el marco para el tratamiento 
particular de cada caso. La Administración para Drogas y Medicamentos (FDA: Food 
and Drugs Administration), permite desde 1993 alegaciones de salud en ciertos 
alimentos, siempre que existan evidencias científicas suficientes que las respalden y que 
estén autorizadas por organismos científicos nacionales como son los Institutos 
Nacionales de Salud o los Centros para la Prevención y Control de Enfermedades (Ross, 
2000). 
Así, la FDA permite incluir en las etiquetas de alimentos y suplementos dietarios 
dos tipos de declaraciones (Carmuega, 2009): 
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i) Información sobre estructura y función 
ii) Información sobre reducción de los riesgos de enfermedades que impliquen 
una relación entre los componentes de la dieta y un trastorno de salud, 
siempre y cuando haya sido permitida por al FDA y se halle respaldada por 
un número importante de pruebas científicas. 
En América del Sur, Chile sigue la tendencia global y el Ministerio de Salud del 
país aprobó en 1997 una nueva reglamentación general para todos los alimentos 
(Decreto Supremo Nº 977). A partir del 2005 cuenta con un reglamento sobre 
declaración de propiedades saludables y se establece que todos los alimentos deben 
contener en su rótulo la declaración de propiedades nutricionales, y quedan prohibidas 
las declaraciones de propiedades medicinales. Las normas técnicas para la declaración 
de propiedades saludables de los alimentos establece una lista de mensajes aprobados 
que deben utilizarse si se menciona una relación entre un alimento, nutriente u otra 
sustancia y una condición de salud. El listado define la asociación, las condiciones que 
debe cumplir el alimento y el marco del mensaje a utilizar (Resolución exenta Nº 556 
del 2005; y modificatorias Resolución exenta Nº 1094/05, 764/09 y 24/11 del Ministerio 
de Salud de Chile). Por otro lado, la legislación de Brasil sobre declaraciones de 
propiedades funcionales data de 1999; define los tipos de alegaciones y la 
documentación requerida para el registro del alimento, entre la que se encuentra la 
evidencia científica. (Resolución Nº 19 de 1999 de la Agencia Nacional de Vigilancia 
Sanitaria: ANVISA). A partir del año 2002 se pone en vigencia el Reglamento Técnico 
de Sustancias Bioactivas y Probióticos aislados que hagan referencia a propiedades 
funcionales y relacionadas con la Salud (Resolución Nº 2 del 2002 ANVISA). Esta 
norma establece los procedimientos necesarios para asegurar la inocuidad de los 
productos, realizar su registro y regular su comercialización. Clasifica a los productos 
en siete categorías: probióticos, carotenoides, fitoesteroles, flavonoides, fosfolípidos, 
organosulfurados, polifenoles y define los requisitos para cada una. Por otra parte indica 
que solo se podrán utilizar alegaciones de función o salud que hayan sido aprobadas por 
la autoridad competente. También cuenta con una lista de nutrientes y los requisitos que 
deben cumplir en el producto para realizar una declaración (Resolución Nº 18/99, 
ANVISA). Finalmente, Argentina avanza sobre la normalización de los alimentos 
funcionales en el marco de la Comisión Nacional de Alimentos (CONAL). Allí se 
conformó un Grupo de Trabajo Técnico para Probióticos y Prebióticos que trabajó en su 
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definición y en el diseño de un protocolo para evaluar su utilización como ingrediente 
probiótico o prebiótico para alimentos. Participaron en este grupo representantes de la 
ex Secretaría de Agricultura, Ganadería, Pesca y Alimentación, Universidad de Buenos 
Aires, Universidad Nacional de Litoral, Centro de Referencia para Lactobacilos 
(CERELA), Centro de Industria Lechera y Cámara de Fabricantes de Alimentos 
Dietéticos y Afines (CAFADyA), entre otros. De acuerdo a la Resolución Nº 
2873/2012, se incorporó al Código Alimentario Argentino (CAA) la definición de 
Probióticos y Prebióticos en los artículos 1389 y 1390 respectivamente, incluídos en el 
capítulo XVII “Alimentos de Régimen o Dietéticos”. Por otra parte se encuentra en 
actividad un Grupo de Trabajo Técnico sobre alimentos funcionales, conformado por 
representantes del Instituto Nacional de Alimentos (INAL), Ministerio de Agricultura, 
Ganadería y Pesca (MAGyP), Servicio Nacional de Sanidad Animal (SENASA), 
Dirección General de Higiene y Seguridad Alimentaria, Instituto Nacional de 
Tecnología Agropecuaria (INTA) y representantes del Gobierno de la Ciudad de 
Buenos Aires. Respecto a la información en los rótulos de los alimentos, a partir del año 
2006, entró en vigencia la Resolución Grupo Mercado Común (GMC) Nº 46/03 
estableciendo el rotulado nutricional obligatorio, en el cual se contemplan las siguientes 
declaraciones: 
• Declaración de nutrientes: relación o enumeración normalizada del contenido de 
nutrientes de un alimento 
• Declaración de propiedades nutricionales (información nutricional 
complementaria): cualquier representación que afirme, sugiera o implique que 
un producto posee propiedades nutricionales particulares, especialmente, pero no 
sólo, en relación con su valor energético y contenido de proteínas, grasas, 
carbohidratos y fibra alimentaria, así como con su contenido de vitaminas y 
minerales. 
No se considera información nutricional complementaria: 
i) La mención de sustancias en la lista de ingredientes 
ii) La mención de nutrientes como parte obligatoria del rotulado nutricional 
iii) La declaración cuantitativa o cualitativa de algunos nutrientes o ingredientes 
o del valor energético en el rotulado cuando sea exigido por la legislación 
específica. 
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Las declaraciones relacionadas al contenido de nutrientes y/o valor energético 
comprenden: 
• Contenido absoluto: es la información nutricional complementaria que describe 
el nivel o cantidad del nutriente y/o valor energético presente en el alimento. 
• Contenido comparativo: la información nutricional complementaria comparativa 
es la que compara en más o en menos el/los nivel/es de uno o más nutrientes y/o 
el valor energético de dos o más alimentos. 
Como conclusión de lo expuesto, se desprende que a nivel global no existe una 
normativa general sobre alimentos funcionales, y que a excepción de la normativa 
argentina, en las legislaciones mencionadas aceptan dos tipos de declaraciones en los 
rótulos de alimentos: declaración de nutrientes y declaraciones de salud, incluyendo en 
esta última categoría las declaraciones de mejora de función y las de reducción de riesgo 
de enfermedad. Por el momento, el CAA permite indicar que el producto contiene un 
componente bioactivo pero no vincularlo a una función y mucho menos a la reducción 
de un riesgo. 
1.3 MICROFLORA INTESTINAL HUMANA 
El cuerpo humano está formado aproximadamente por 1014 células, de las cuales 
el 90% son bacterias y sólo un 10% son propias del organismo (Sanders y Sanders, 
1984). Cada individuo alberga unas 100 billones de bacterias de entre unas 400 y 500 
especies distintas (Salminen y col., 1998). Más del 95% vive en el tracto digestivo, 
sobre todo en el colon (Raibaud, 1999). La importancia de la microflora intestinal 
estriba en que tanto la multitud de especies bacterianas que alberga como sus 
actividades biológicas contribuyen a la salud o al desarrollo de enfermedades. La 
microbiota es necesaria debido a que actúa como defensa del organismo humano y 
favorece los procesos de digestión y metabólicos (Guarner, 2007). 
El tracto gastrointestinal (TGI) humano consiste en un gran tubo compuesto por la 
boca, esófago, estómago, intestino delgado (ID) e intestino grueso (IG). En el hombre, 
el ID mide entre 4 y 5 metros y se divide en tres secciones: el duodeno, el yeyuno y el 
íleon. Una de las principales funciones del ID es la absorción de nutrientes. Para llevar a 
cabo esta función, la superficie intestinal está aumentada unas 600 veces por pliegues, 
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vellocidades y microvellocidades, resultando en una superficie total de entre 150 y 200 
m2 (Delgado, 2005). El IG del hombre mide alrededor de 1,5 m de longitud 
dependiendo de la altura de la persona y se divide en varias regiones: el ciego, el colon 
ascendente, el colon transversal, el colon descendente y finaliza en el recto (MacFarlane 
y Cummings, 1991). En la Figura 1 se muestra la distribución de especies 
microbiológicas en el TGI humano. 
 
Figura 1. Distribución de las principales especies bacterianas en el aparato digestivo 
(adapatado de Tiihonen, Ouwehand y Rautonen, 2010). 
La microflora gastrointestinal ha sido descripta como uno de los ecosistemas 
bacterianos conocidos más complejos (Hill y Drasar, 1975). Los recuentos totales varían 
entre las diferentes regiones dentro del TGI y dependen principalmente de la 
disponibilidad O2, del pH y del flujo del contenido digestivo. Así, en el estómago, 
debido a la secreción de ácido gástrico, únicamente se desarrollan especies resistentes a 
pH ácido, principalmente, lactobacilos. A lo largo del ID la concentración de bacterias 
va creciendo desde 104 unidades formadoras de colonias (UFC) por g de contenido 
intestinal en el duodeno proximal, hasta 107 UFC/g en la región del íleon terminal, 
donde son mayoritarios los lactobacilos y estreptococos. El mayor número de bacterias 
en el TGI reside en el IG. En el colon, las poblaciones bacterianas son anaerobias 
estrictas, presentes en niveles de 109-1012 UFC/g. La flora del IG humano se adquiere al 
nacimiento, y aunque inicialmente dominan las cepas de anaerobios facultativos, la 
composición de la microflora se va modificando con la edad y la dieta ingerida 
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(Cummings y MacFarlane, 1991; Gibson y McCartney, 1998; Tiihonen, Ouwehand y 
Rautonen, 2010; Morales-Koelliker y Vélez Ruíz, 2013). 
Para mantener o incluso mejorar la salud y el bienestar y reducir el riesgo de 
padecer enfermedades, es altamente recomendable mantener una microflora intestinal 
equilibrada. Esto viene determinado por un balance positivo entre bacterias reconocidas 
como beneficiosas y patógenas. Todas las bacterias de la microflora intestinal son 
necesarias, ya que cada una juega un papel específico y particular que beneficia a toda 
la comunidad microbiana. La clave está en que debe existir un número predominante de 
aquellas beneficiosas para controlar la proliferación de las potencialmente patógenas 
(Gibson y Roberfroid, 1995). 
1.3.1 EFECTOS FISIOLÓGICOS DE LA MICROFLORA INTESTINAL 
La microflora intestinal, especialmente aquella residente en el ciego y colon 
ascendente, lleva a cabo la fermentación de oligosacáridos no digeribles. En concreto, 
esta fermentación resulta una importante fuente de energía para la proliferación 
bacteriana en el colon y produce ácidos grasos de cadena corta (AGCC) (Cummings y 
MacFarlane, 1991). Mediante esta acidificación se favorece la absorción de minerales 
como Fe, Mg y Ca (Lopez y col., 2000; Pérez-Conesa, 2003). La actividad metabólica 
también incluye la producción de algunas vitaminas tales como K, B12, biotina, ácido 
fólico, ácido pantoténico, y la síntesis de aminoácidos a partir de amoníaco o de urea 
(Guarner, 2002). Las principales actividades fisiológicas derivadas de la fermentación 
de oligosacáridos no digeribles pueden resumirse en las siguientes: 
• Suministro de energía y substratos nutritivos para bacterias apoyando su 
crecimiento y proliferación (Cummings y MacFarlane, 1991). 
• Recuperación parcial de la energía de la dieta proporcionada por los substratos 
(AGCC, ácido láctico) a la circulación sistémica (Cummings y MacFarlane, 
1991). 
• Control del pH del colon, que puede llegar a ser más ácido debido a la 
producción de AGCC (fundamentalmente acético, propiónico y butírico), los 
cuales ejercen un efecto sobre el incremento en la solubilidad y absorción de 
iones en el ciego, como Fe, Mg y Ca (Lopez y col., 2000; Guarner, 2002; Pérez-
Conesa, 2003; Cashman, 2003). 
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1.4 PROBIÓTICOS 
1.4.1 DEFINICIÓN 
El término probiótico proviene del griego y significa “para la vida”. Su 
significado ha ido cambiando con el paso del tiempo. Metchnikoff (1907) fue el primero 
en sugerir que las bacterias ingeridas, en forma de yogur y otros alimentos fermentados, 
podrían afectar beneficiosamente a la flora normal intestinal. Parker (1974) fue el 
primero en usar el término probióticos en el sentido con que se utiliza en la actualidad, 
definiéndolo como “organismos y sustancias que contribuyen al balance microbiano 
intestinal”. El comité de expertos de la FAO/WHO (2002) recomienda definir los 
probióticos como “microorganismos vivos que, administrados en cantidades adecuadas, 
ejercen un efecto beneficioso sobre la salud del consumidor”. 
Las cepas bacterianas utilizadas con mayor frecuencia como probióticos 
pertenecen a los géneros Lactobacillus, Bifidobacterium y Enterococcus. Las especies 
más representativas incluyen Lactobacillus acidophilus, L. casei, L. crispatus, L. 
delbrueckii subsp. bulgaricus, L. fermentum, L. gasseri, L. johnsonii, L. paracasei, L. 
plantarum, L. reuteri, L. rhamnous, L. helveticus, L. lactis, Bifidobacterium bifidum, B. 
breve, B. infantis, B. longum, B. lactis, B. adolescentis, B. essensis, B. laterosporus, 
Enterococcus francium, E. faecalis, E. faecium (Fuller, 1991; Gordin y Gorbach, 1992; 
Rastall y col., 2005). 
En el diseño de un AF, se han utilizado en su formulación tanto los probióticos 
como los prebióticos. En términos prácticos, los prebióticos presentan algunas ventajas 
sobre los probióticos en cuanto a aplicabilidad tecnológica y viabilidad. A diferencia de 
los probióticos (cuya actividad depende profundamente de la temperatura) en general, 
los prebióticos pueden ejercer su efecto, inclusive cuando el alimento que lo contiene es 
expuesto al calor, razón por la cual su campo de aplicación resulta más amplio. Además, 
los problemas que se pueden desencadenar tras la ingesta de probióticos en algunos 
individuos en particular (e.g. inmunodeprimidos) no deberían aparecer con el empleo de 
prebióticos, ya que el objetivo es el fortalecimiento de la propia flora autóctona del 
individuo (Pérez-Conesa, López y Ros, 2004). 
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1.5 PREBIÓTICOS 
1.5.1 DEFINICIÓN 
Los primeros estudios llevados a cabo con prebióticos se remontan a los años 80 
cuando investigadores japoneses demostraron, en cultivos in vitro utilizando heces de 
humanos, que ciertos oligosacáridos no digeribles (principalmente FOS) eran 
fermentados selectivamente por un grupo de bacterias (bifidobacterias) y que además 
tenían la capacidad de estimular su crecimiento. Los resultados de estas investigaciones 
fueron confirmados por Gibson y Roberfroid (1995), y el concepto de prebiótico fue 
definido por primera vez como “ingrediente alimenticio no digerible que afecta 
beneficiosamente al hospedador mediante la estimulación selectiva del crecimiento y/o 
actividad de una o un número limitado de bacterias en el colon, bifidobacterias y 
lactobacilos principalmente, mejorando así la salud del hospedador”. Posteriormente, 
la definición fue revizada y actualizada por los autores para describirlos como 
“ingredientes selectivamente fermentados que permiten cambios específicos en la 
composición y/o actividad de la microflora, confiriendo beneficios sobre la salud del 
huésped” (Gibson y col., 2004). El efecto de un prebiótico es esencialmente indirecto, 
porque promueve el desarrollo selectivo de uno o un número limitado de 
microorganismos causando así una modificación selectiva de la microflora intestinal del 
huésped (especialmente la flora colónica). Posteriormente, Roberfroid y col. (2010), 
consideran que el efecto prebiótico debe usarse para identificar o indicar cambios 
selectivos en la microbiota intestinal además de efectos fisiológicos cuando se realizan 
estudios de intervención en humanos o en animales de experimentación. Por esta razón 
validaron y ampliaron el concepto de prebiótico anteriormente definido indicando que 
“son ingrendientes que producen una estimulación selectiva del crecimiento y/o 
actividad(es) de uno o de un número limitado de géneros/especies de microorganismos 
en la microbiota intestinal confiriendo beneficios para la salud del hospedador”. 
Para que un ingrediente o alimento pueda considerarse como prebiótico debe 
cumplir una serie de requisitos, tales como: 
i. no debe ser hidrolizado ni absorbido en la parte anterior del TGI (esófago, 
estómago y duodeno) y, por lo tanto, ser resistente a la acidez gástrica, a la 
hidrólisis por enzimas digestivas, y no absorberse en el intestino delgado, 
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ii. ser fermentado selectivamente por bacterias beneficiosas de la microbiota 
intestinal y, 
iii. ser capaz de inducir efectos fisiológicos beneficiosos para la salud del hospedador 
(Gibson, 1999). 
1.5.2 OLIGOSACÁRIDOS COMO PREBIÓTICOS 
Los carbohidratos no digeribles pueden clasificarse en dos tipos: colónicos (fibra 
alimentaria) y prebióticos. Los ingredientes colónicos son carbohidratos que llegan al 
colon que sirven como sustrato para los microorganismos que lo habitan, originando 
energía, sustratos metabólicos y micronutrientes para el hospedador. Dentro de este 
grupo se incluyen los polisacáridos estructurales de las plantas, tales como pectinas, 
hemicelulosas o celulosas, gomas, etc. Por el otro lado, los prebióticos además de 
realizar todas las actividades ya mencionadas, estimulan el crecimiento selectivo de 
determinadas especies beneficiosas (bifidobaterias y lactobacilos), de la microbiota 
intestinal. La capacidad de estos microorganismos de metabolizar carbohidratos 
prebióticos in vivo, es la propiedad que permite su enriquecimiento selectivo en el TGI, 
resultando en la formación de ácido láctico, acético y otros AGCC, sustancias que 
pueden actuar como antagonistas frente a otros microorganismos competidores 
intestinales, incluyendo patógenos (Huebner, Wehling y Hutkins, 2007; Saarela y col., 
2002). Aunque en el mercado mundial se comercializan como prebióticos un gran 
número de carbohidratos, sólo se cuenta con suficiente evidencia científica sobre sus 
propiedades en humanos en el caso de fructanos tipo inulina, FOS, GOS, lactulosa y 
oligosacáridos de leche humana (Lamsal, 2012; Gibson y col., 2010; Rastall, 2010). 
1.5.3 EVALUACIÓN DEL EFECTO PREBIÓTICO 
Debido al aumento del uso de prebióticos en alimentos, ha surgido la necesidad de 
contar con métodos que permitan evaluar de manera fehaciente, el nivel de actividad de 
estos compuestos en humanos. Así, se ha desarrollado un gran número de modelos para 
evaluar la fermentación intestinal de prebióticos previamente caracterizados (en cuanto 
a origen, fuente y composición química). Como análisis preliminares, pueden realizarse 
ensayos in vitro para la selección de sustratos con potencial prebiótico, que 
posteriormente deberán ser validados en modelos de animales (Rastall, 2010). Para 
finalizar, el sustrato seleccionado con los modelos anteriores, puede considerarse apto 
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para llevar a cabo estudios en humanos con el fin de evaluar su eficacia en el sitio de 
acción y demostrar científicamente su capacidad prebiótica. A continuación se 
presentan algunas de las técnicas que actualmente se emplean con el fin de determinar la 
eficacia de los sustratos prebióticos utilizados en alimentos (Corzo y col., 2015). 
1.5.3.1 Modelos de fermentación in vitro 
El modelo más simple y ampliamente utilizado en el contexto de los primeros 
ensayos con prebióticos, consiste en evaluar el comportamiento, como inóculo, de 
cultivos puros definidos (generalmente pertenecientes a los géneros Lactobacillus y 
Bifidobacterium) en medios nutritivos conteniendo el prebiótico en estudio. Además se 
compara el crecimiento de la cepa probiótica obtenido con otra cepa bacteriana entérica, 
frente al mismo prebiótico (Djouzi y col., 1995). 
También, pueden llevarse a cabo estudios de evolución de la microbiota intestinal 
utilizando homogeneizados de origen fecal de individuos sanos donantes voluntarios. 
Estos homogeneizados fecales se utilizan para inocular un medio de cultivo basal que es 
suplementado con el prebiótico a estudiar, para seguir la dinámica (diversidad y/o 
número) de las poblaciones bacterianas. Estas técnicas, si bien introducen algún 
elemento de competición entre los organismos, están lejos de ser representativas de las 
complejas interacciones que se producen en la microflora intestinal humana (Van den 
Abbeele y col., 2010). De todas maneras, brindan un resultado preliminar en cuanto al 
potencial prebiótico de los compuestos analizados que jutifica una investigación más 
profunda de sus propiedades, con el fin de confirmar su efectividad como ingredientes 
con capacidad prebiótica. 
1.5.3.2 Índices cuantitativos 
Distintas aproximaciones cuantitativas se han desarrollado con el fin de comparar 
la actividad prebiótica in vitro de ingredientes prebióticos (Huebner, Wehling y 
Hutkins, 2007; Palframan, Gibson y Rastall, 2003; Vulevic y col., 2004). Los índices 
cuantitativos se basan en la selectividad de los prebióticos. A modo general, un 
incremento en la población de bifidobacterias y/o lactobacilos resulta en un aumento de 
la actividad prebiótica del sustrato determinado, mientras que un incremento en la 
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población bacteriana entérica resulta en una disminución de la actividad prebiótica del 
sustrato en estudio. 
Uno de los primeros índices cuantitativos utilizados fue el descripto por 
Palframan, Gibson y Rastall (2003) como índice prebiótico (IP). El IP tiene en cuenta 
los cambio en diferentes poblaciones bacterianas, (bifidobacterias, lactobacilos, 
clostridios y bacterioides) y se calcula mediante la siguiente ecuación: 
IP = (Bift/Total) – (Bact/Total) + (Lact/Total) – (Clost/Total)   (1) 
donde: 
Bift: recuento de bifidobacterias a tiempo t 
Bact: recuento de bacteroides a tiempo t 
Lact: recuento de lactobacilos a tiempo t 
Clost: recuento de clostridios a tiempo t 
Total: recuento de población bacteriana total 
Así, la ecuación asume que un aumento en las poblaciones de bifidobacterias y/o 
lactobacilos tiene un efecto positivo en el resultado de IP, mientras que un aumento de 
bacteroides y/o clostridios producen una disminución en este valor. Sin embargo, esta 
determinación del IP es meramente cuantitativa, y por lo tanto comparativa, pero no 
proporciona una distinción de la magnitud de dicho efecto entre distintos carbohidratos 
prebióticos (Palframan, Gibson y Rastall, 2003). 
Un segundo método cuantitativo para evaluar la actividad prebiótica in vitro de un 
sustrato dado, consiste en determinar un parámetro derivado del IP, conocido como 
medida del efecto prebiótico (MEP), el que fue propuesto por Vulevic y col. (2004).  
Estos autores, modifican la ecuación utilizada para calcular el IP, con el propósito de 
lograr una evaluación más completa de los efectos de fermentación del compuesto en 
estudio. De esta manera, se considera tanto el crecimiento de las poblaciones 
bacterianas que forman parte de la microflora del intestino en humanos (con particular 
interés en el aumento del número de bifidobacterias y lactobacilos), como también la 
producción de AGCC. El índice MEP se calcula mediante el uso de tres ecuaciones 
diferentes que describen, la asimilación del sustrato, los cambios en las poblaciones 
bacterianas y la producción total de AGCC, respectivamente. La medida de la 
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concentración del sustrato en función del tiempo provee información de la rapidez con 
que el sustrato es fermentado por las bacterias presentes. Luego de obtener y graficar 
esos datos, se calcula la velocidad de asimilación mediante: 
St = S0 – AS.t          (2) 
donde: 
AS: velocidad de asimilación del sustrato al tiempo t 
S0: concentración inicial del sustrato  
St: concentración del sustrato al tiempo t 
Las bacterias crecen exponencialmente y frecuentemente se grafica el logaritmo 
del recuento de cada población vs. tiempo de crecimiento, obteniéndose una recta 
decripta por la siguiente ecuación:  
ln Nt = ln N0 + µ.t         (3) 
donde: 
Nt: número de bacterias al tiempo t 
N0: número inicial de bacterias 
µ: tasa de crecimiento específico 
Durante la fase de crecimiento exponencial, los nutrientes se encuentran en 
exceso y las bacterias crecen a su máxima velocidad específica, µmáx, la que varía de 
acuerdo a la bacteria y el sustrato considerados. Los cambios en las poblaciones 
bacteriales podrían entonces ser evaluados mediante los cálculos de µmáx de los 
diferentes grupos de bacterias e incorporado estos valores en la ecuación (1), lo que 
resulta en un IP ajustado, según:  
IPa = µmaxBif + µmaxLac + µmaxEub – µmaxBac – µmaxClos – µmaxEC – µmaxBSR (4) 
donde: 
Bif es bifidobacterias, Lac es lactobacilos, Eub es eubacterias, Bac es bacteroides, Clos 
es clostridios, EC es Escherichia coli y BSR es bacterias sulfato reductoras. 
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En este caso, y de manera similar a la ecuación (1), se asume que un aumento en 
la tasa de crecimiento máximo de bifidobacterias, lactobacilos y eubacterias, resulta en 
un efecto positivo; mientras que un aumento en los otros grupos de bacterias 
considerados resulta en una disminución de la actividad prebiótica del sustrato en 
estudio. 
La tercer ecuación se basa en la producción total de AGCC (TAGCC). El sustrato 
utilizado promoverá el crecimiento de ciertas bacterias, las que a su vez darán lugar a un 
perfil dado de AGCC. La TAGCC se calcula según: 
TAGCC = A + B + P + L        (5) 
donde: 
A: acetato 
B: butirato 
P: propianato 
L: lactato 
Dado que el efecto prebiótico se asocia normalmente con las bacterias  
productoras de ácido láctico, bifidobacterias y lactobacilos, la relación ácido láctico 
sobre el total de AGCC (R) provee una evaluación cuali cuantitativa del sustrato en 
estudio: 
R = ΔLact / ΔAGCC         (6) 
donde: 
ΔLact: variación de masas de ácido láctico entre tiempo inicial y tiempo t 
ΔAGCC: variación de masas del total de AGCC entre tiempo inicial y tiempo t. 
Finalmente, el MEP surge de considerar las ecuaciones (2), (4) y (6), el que se 
calcula mediante la siguiente expresión: 
MEP = ½ (x2y2 + x2z2 + y2z2)1/2       (7) 
donde: 
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x: AS (ecuación 2) 
y: IPa (ecuación 4) 
z: R (ecuación 6). 
Otro enfoque cuantitativo para evaluar la actividad prebiótica in vitro de 
ingredientes prebióticos es el Score de Actividad Prebiótica (SAP), método desarrollado 
por Huebner, Wehling y Hutkins (2007). Se plantea un cálculo aproximado basado en la 
capacidad de un sustrato dado de promover el crecimiento de cepas probióticas, en 
comparación con la de otros microorganismos patógenos. Por lo tanto, los carbohidratos 
tienen una actividad prebiótica positiva si: (1) son metabolizados tanto como la glucosa 
por la cepa de probiótica y, (2) si son selectivamente metabolizados por los probióticos, 
pero no por otras bacterias intestinales. La puntuación resultante será positiva para los 
sustratos con actividad prebiótica, y resultará menor o negativa para aquellos sustratos 
que no resulten selectivos para el crecimiento y desarrollo de microorganismos 
beneficiosos para la salud. El SAP se calcula como: 
      (8) 
donde: 
Ppre,24: UFC mL-1 del probiótico en medio con prebiótico a las 24 h 
Ppre,t0: UFC mL-1 del probiótico en medio con prebiótico a tiempo inicial t0 
Epre,24: UFC mL-1 de microorganismos entéricos en medio con prebiótico a las 24 h 
Epre,t0: UFC mL-1 de microorganismos entéricos en medio con prebiótico a tiempo 
inicial t0. 
Los métodos de evaluación de actividad prebiótica in vitro mencionados, 
presentan la característica de brindar un parámetro cuantitativo que permite al menos en 
principio, seleccionar y clasificar sustratos de acuerdo a su aptitud como sustancias 
prebióticas. Los estudios in vivo, así como estudios epidemiológicos son indispensables 
a posteriori en este sentido para llegar a confirmar su efectiva acción prebiótica en el 
organismo humano. 
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1.5.3.3 Modelos de fermantación in vivo 
Los ensayos in vivo con animales de experimentación son útiles para confirmar el 
efecto de los prebióticos sobre la dinámica y actividad de la microbiota intestinal y 
también para estudiar posibles mecanismos de acción (Clemente, 2014). Con estos 
objetivos, el modelo animal más empleado es el de roedor (ratón y rata), aunque 
también hay estudios con animales domésticos y de granja para validar potenciales 
prebióticos para su utilización en alimentación animal. En un estudio típico con 
roedores estándar sanos, el candidato prebiótico se suministra por vía oral, en agua o en 
comida, o por sonda gástrica y durante el período de intervención se pueden recoger 
muestras de heces para analizar la dinámica de la microbiota intestinal. Tras sacrificar 
los animales al final del ensayo, se procede al análisis completo del contenido intestinal, 
contenido cecal y tejidos, pudiendo emplear estudios histológicos complementarios, 
además de las técnicas descriptas anteriormente (Corzo y col., 2015). 
1.6 α-GALACTÓSIDOS 
1.6.1 ESTRUCTURA QUÍMICA 
Los α-galactósidos, α-galactooligosacáridos (α-GOS) o también denominados en 
su conjunto oligosacáridos de la familia de la rafinosa (RFOs), se encuentran incluidos 
dentro del grupo de los oligosacáridos del tipo galactosil sacarosa. Los α-GOS se 
caracterizan por tener uno o más grupos α-D-galactopiranosilo unidos a una molécula 
de glucosa de una sacarosa. Tanto la unión del primer resto galactosídico a la glucosa 
como las establecidas entre los subsiguientes restos de galactosa, son del tipo α-(1→6). 
El α-galactósido más pequeño y primer miembro de la serie de RFOs, es la rafinosa 
(trisacárido), seguido por la estaquiosa (tetrasacárido), la verbascosa (pentasacárido) y 
la ajugosa (hexasacárido). En la Figura 2 se representan las estructuras químicas de 
cada uno de ellos. 
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Figura 2. Estructura química de oligosacáridos de la familia de la rafinosa (adaptado de 
Kotiguda, Peterbauer y Mulimani, 2006). 
1.6.2 PROPIEDADES 
Los α-GOS son compuestos de reserva presentes en cantidades variables en 
órganos vegetativos y en semillas de numerosas plantas (Kotiguda, Peterbauer y 
Mulimani, 2006; Espinosa-Martos y Rupérez, 2006). Consisten de azúcares no 
reductores de bajo peso molecular solubles en agua y en soluciones de agua-alcohol. 
Para propósitos analíticos, la extracción de este grupo de hidratos de carbono a partir de 
diversas matrices naturales utilizando como solvente etanol 70% (v/v), se considera una 
práctica efectiva (Englyst y Hudson, 1996; Gulewicz y col., 2000). En cuanto a su grado 
de dulzor, son ligeramente dulces, con una escala de 0,3 a 0,6 veces respecto a la 
sacarosa, aunque esta propiedad decrece con la longitud de la cadena. El aporte calórico 
es de 1,5 kcal/g, similar al de la fibra dietaria soluble. 
1.6.3 α-GALACTÓSIDOS EN MATERIALES VEGETALES 
Los α-GOS han sido ampliamente descriptos en la literatura y algunos valores de 
contenidos de α-GOS individuales y totales, presentes en distintas variedades de 
semillas de plantas, se presentan en la Tabla 1. El contenido de α-GOS en semillas, 
depende de la especie y genotipo de las mismas, así como de las prácticas poscosecha, 
factores agroecológicos, tiempo de almacenamiento, entre otras (Frías y col., 1994a; 
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Frías y col. 1996; Muzquiz y col., 1999; Martínez-Villaluenga, Frías y Vidal-Valverde, 
2006). 
En el caso de arveja (Pisum sativum), se encuentran en la bibliografía valores 
publicados del contenido total de α-GOS en el rango de 2,3% a 9,6%, dependiendo de la 
variedad de la especie considerada (Reddy y col., 1984; Troszynska y col., 1995; Vidal-
Valverde y col., 2003). La rafinosa y la estaquiosa se las encontró presentes en todas las 
variedades de arvejas estudiadas en niveles que van del 0,4% al 2,3% y del 0,3% al 
5,5%, respectivamente, mientras que la verbascosa no fue detectada en algunas de 
dichas variedades, hallándose así contenidos entre el 0% y el 4,3% para este 
oligosacárido. 
De acuerdo a referencias bibliográficas para diferentes variedades de lupino 
(Trugo, Almeida y Gross, 1988; Ruiz-López y col., 2000; Andersen y col., 2005; 
Martínez-Villaluenga, Frías y Vidal-Valverde, 2005), esta leguminosa resulta ser la 
especie que mayor contenido de α-GOS acumula en sus semillas, habiéndose 
encontrado en niveles comprendidos en el rango del 5% al 16%. Particularmente, se 
observa que L. luteus presentó un contenido notablemente alto de α-GOS totales, con 
valores entre el 11,0% y 16,1%, representado aproximadamente el doble del contenido 
registrado para otras variedades de lupino estudiadas. Además, se detectó mayor 
cantidad de rafinosa en L. mutabilis (1,9%), mientras que este valor osciló entre 0,6% y 
1,2% para L. angustifolius, entre 0,5% y 0,6% para L. luteus y entre  0,3% y 0,6% para 
L. albus. También, la estaquiosa resultó ser el principal oligosacárido de la familia de 
los α-GOS presente en semillas de esta especie, siendo las variedades L. luteus y L. 
albus las que presentaron los mayores niveles del mismo (del 6,1% al 8,6% y del 5,0% 
al 7,2%, respectivamente), seguidas por L. angustifolius con contenidos variables entre 
el 3,6% y el 5,2%. Por su parte, el contenido de verbascosa resulta ser el que 
experimentó la mayor variabilidad entre las distintas especies de lupino estudiadas. Así, 
no fue detectada en 4 variedades de semillas de L. albus, al tiempo que en las variedades 
L. luteus, L. angustifolius se presentó en cantidades dentro de los rangos 2,8% a 3,5% y  
0,8% a 2,5%, respectivamente, mientras que en L. mutabilis su nivel alcanzó el 1,0%. 
Finalmente, la ajugosa sólo se detectó en 14 variedades de todas las especies de lupino 
analizadas, siendo L. albus y L. mutabilis las que presentaron los menores niveles de 
este hexasacárido (de 0,2 a 0,5% y 0,2%, respectivamente), seguidas de L. angustifolius 
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con niveles entre el 1,7% y 2,6% y finalmente,  L. luteus con los máximos valores entre 
0,6% y 4,6%. 
De acuerdo a datos obtenidos en estudios llevados a cabo con diferentes 
variedades de soja (Glycine max) (Reddy y col., 1984; Hollung y col., 2005; Espinosa-
Martos y Rupérez, 2006), los principales oligosacáridos presentes en sus semillas son 
del tipo α-GOS, particularmente rafinosa (1% al 2%) y estaquiosa (2,2% al 4,9%), lo 
que representa un contenido total de α-GOS del 6,0% al 8,0%, aproximadante. Por su 
parte, la verbascosa se detecta en muy baja cantidad en esta especie, e incluso en 
algunas variedades no fue posible encontrar valores detectables de este azúcar. 
El contenido total de α-GOS presente en nueve variedades de porotos (Phaseolus 
vulgaris) ha sido informado por diferentes autores (Reddy y col., 1984; Vidal-Valverde, 
Frías y Valverde, 1993; Troszynska y col., 1995), hallándose valores ampliamente 
variables en el rango de 0,4% a 8%, en el que los contenidos de rafinosa, estaquiosa y 
verbascosa se encontraron en niveles de 0,2% a 2,5%, 0,2% a 4,2% y 0,1% a 4,0%, 
respectivamente. 
Los α-GOS también se encuentran presentes en una gran variedad de semillas de 
lentejas con contenidos muy variables, observándose valores totales en el rango 1,8 % a 
7,5% (Reddy y col., 1984; Vidal-Valverde, Frías y Valverde, 1992; Vidal-Valverde y 
Frias, 1992; Vidal-Valverde, Frías y Valverde, 1993; Frías y col., 1994a; Troszynska y 
col., 1995). La rafinosa se encontró presente en todas las variedades estudiadas de esta 
especie, con cantidades que oscilan entre 0,1% y 1,0%. Además, la estaquiosa resultó 
ser el miembro de los α-GOS más abundante (1,1% a 4,0%), mientras que la verbascosa 
no se detectó en algunas de las variedades, mientras que en otras fue hallada  en niveles 
de hasta el 6,4%. 
Existen pocos datos publicados sobre los contenidos α-GOS en semillas de otras 
variedades vegetales. Kuo, VanMiddlesworth y Wolf (1988), indicaron un contenido 
medio del 19,6%, de α-GOS totales en semillas de zapallo (Cucurbita maxima), en las 
que predominaron la estaquiosa (11,8%) y la rafinosa (7,8%), mientras que la 
verbascosa y ajugosa no fueron detectadas. Por otro lado, Andersen y col. (2005), 
realizaron un estudio en el que informaron el contenido de α-GOS en especies del 
género Brassica y en cebada. En el caso de semillas de ciertas variedades de especies 
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del género Brassica, se registraron bajos contenidos de α-GOS totales en comparación 
con las legumbres, con niveles comprendidos entre 0,9% y 2,1%, debidos 
exclusivamente a la presencia de rafinosa y estaquiosa. Así, para B. campestris y B. 
nigra se encontraron contenidos de rafinosa del 0,2% y 0,6%, respectivamente, mientras 
que en B. napus la misma se halló en el rango de 0,2% a 0,4%. Además, en las especies 
del género Brassica, el contenido de estaquiosa resulta considerablemente menor en 
comparación al de legumbres, en las que se encuentran valores que representan desde el 
0,7% a 1,7% del peso de la semilla. Por su lado, se ha informado que las semillas de 
cebada (Hordeum vulgare L.) poseen un contenido de rafinosa del 0,5%, siendo el único 
representante de los α-GOS presente en esta especie (Kuo, VanMiddlesworth y Wolf, 
1988; Andersen y col., 2005). 
TABLA 1 
Contenidos de α-GOS (%base seca) de distintas especies de semillas de Leguminosas, Brassicas y 
Herbaceas. 
Género Especie Rafinosa Estaquiosa Verbascosa Ajugosa α-GOS 
Totales 
Referencias 
Pisum sativum 0,4-2,3 0,3-5,5 0-4,3 ND 2,3-9,6 Reddy y col., 
1984;Troszynska 
y col., 
1995;Vidal-
Valverde y col., 
2003 
Lupinus albus 0,3-0,6 5,0-7,2 ND-0,9 0,2-0,5 5,5-8,1 Trugo, Almeida y 
Gross, 1988; 
Ruiz-López y 
col., 2000; 
Andersen y col., 
2005; Martínez-
Villaluenga, Frías 
y Vidal-Valverde, 
2005 
 luteus 0,5-0,6 6,1-8,6 2,8-3,5 0,6-4,6 11-
16,1 
 angustifolius 0,6-1,2 3,6-5,2 0,8-2,5 1,7-2,6 6,7-
11,5 
 mutabilis 1,9 2,3 1,0 0,2 5,1 
Glycine max 1,0-2,0 2,2-4,9 ND-0,3 ND 6,0-8,0 Reddy y col., 
1984; Hollung y 
col., 2005; 
Espinosa-Martos 
y Rupérez, 2006 
Phaseolus vulgaris 0,2-2,5 0,2-4,2 0,1-4,0 ND 0,4-8,0 Reddy y col., 
1984; Vidal-
Valverde, Frías y 
Valverde, 1993; 
Troszynska y 
col., 1995 
Lens culinaris 0,1-1,0 1,1-4,0 ND-6,4 ND 1,8-7,5 Reddy y col., 
1984; Vidal-
Valverde, Frías y 
Valverde, 1992; 
Vidal-Valverde y 
Frias, 1992; 
Vidal-Valverde, 
Frías y Valverde, 
1993; Frías y col., 
1994a; 
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1.6.4 EFECTOS FISIOLÓGICOS 
De acuerdo a los efectos fisiológicos que ejercen en el organismo, los α-GOS son 
carbohidratos no digeribles que pueden considerarse factores antinutricionales o 
compuestos beneficiosos, dependiendo de los niveles consumidos en la dieta. Martínez-
Villaluenga y col. (2008), sugirieron que una dosis diaria eficaz para la obtención de los 
efectos beneficios sobre la salud de estos compuestos, está en el orden de 2 a 3 g/día 
(“dosis bajas”), mientras que dosis superiores a estos valores (“dosis altas”) resultarían 
en efectos perjuduciales sobre la salud. Los principales efectos descriptos por los α-
GOS sobre la salud humana se detallan a continuación (Figura 3). 
 
Figura 3. Efectos fisiológicos de α-galactósidos. 
 
Troszynska y 
col., 1995 
Cucurbita maxima 7,8 11,8 ND ND 19,6 Kuo, 
VanMiddlesworth 
y Wolf, 1988 
Brassica campestris 0,2 0,7 ND ND 0,9 Andersen y col., 
2005  napus 0,2-0,4 0,7-1,7 ND ND 0,9-2,1 
 nigra 0,6 1,3 ND ND 1,9 
Hordeum vulgare 0,5 ND ND ND 0,5 Kuo, 
VanMiddlesworth 
y Wolf, 1988; 
Andersen y col., 
2005 
ND=No detecado. 
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1.6.4.1 Digestibilidad 
Los α-GOS no pueden ser hidrolizados por enzimas salivales ni digestivas, debido 
a la ausencia de la enzima α-galactosidasa, tanto en humanos como en animales 
monogástricos. Además, estos oligosacáridos presentan gran estabilidad frente a las 
condiciones ácidas del estómago, por lo cual llegan intactos al colon donde son 
fermentados por la microflora intestinal benéfica, principalmente lactobacilos y 
bifidobacterias (Figura 4). A través de este proceso metabólico, conocido como 
fermentación, se producen AGCC, reduciendo el pH, como así también dióxido de 
carbono, hidrógeno y pequeñas cantidades de metano. 
 
Figura 4. Digestibilidad de los α-galactósidos. 
1.6.4.2 α-GOS y efectos prebióticos 
Hoy en día, se encuentra claramente establecido que la composición y la actividad 
de la microbiota intestinal contribuyen significativamente a la salud y el bienestar del 
huésped. Luego del nacimiento, se establece la microbiota intestinal humana, compuesta 
por un gran número y variedad de bacterias. La misma es la responsable, entre otras 
funciones, de la producción de micronutrientes esenciales, de la fermentación de fibra 
dietaria no digerible, y también de la eliminación de compuestos nocivos (Nicholson, 
Holmes y Wilson, 2005; Dai y Walker, 1999). Constituye la primer barrera de defensa 
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del organismo, compitiendo con los microorganismos oportunistas y patógenos de la 
microbiota por el espacio, nutrientes y receptores en las células intestinales. 
Una microbiota saludable se compone principalmente de un número significativo 
de bifidobacterias y lactobacilos. Ambas especies se han relacionado con una mayor 
resistencia a las infecciones y las enfermedades diarreicas, la estimulación de la 
actividad del sistema inmune, con la protección contra el cáncer de colon, y la síntesis 
de diversas vitaminas. Los productos de la fermentación de este tipo de carbohidratos 
prebióticos, principalmente AGCC, tienen un impacto positivo en la fisiología del 
colon. El metabolismo de péptidos y proteínas por otros anaerobios, si bien también 
producen AGCC, además genera potencialmente sustancias tóxicas (por ejemplo, 
aminas biogénicas y sulfuros, amoníaco, fenoles y tioles) que pueden aumentar el riesgo 
de cáncer de colon (Nauta, Bakker-Zierikzee y Schoterman, 2010). 
La dieta constituye un factor importante que influye en la composición de la 
microbiota. Los bebés alimentados con leche materna, presentan una microbiota 
dominada principalmente por bifidobacterias (hasta el 95%), mientras que los bebés 
alimentados con fórmulas comerciales tienen una flora más compleja (y menos estable), 
semejante a la de un adulto (Cummings, Edmond y Magee, 2004). En adultos, además, 
se encuentran altos niveles fecales de subproductos derivados de actividad metabólica 
bacteriana potencialmente perjudicial (Edwards y Parrett, 2002). Estas diferencias han 
sido atribuidas a los oligosacáridos provenientes de la leche materna (Cummings, 
Edmond y Magee, 2004). 
Los α-GOS han demostrado influir positivamente, tanto en la composición como 
en la actividad de la microbiota. A través de su efecto sobre la microbiota, los α-GOS 
también tienen influencia en la actividad del sistema inmune y otros efectos que inciden 
positivamente en la salud y el bienestar del huésped. Se han realizado numerosos 
estudios con el fin de demostrar los efectos de estos oligosacáridos en animales. Así, 
Martínez-Villaluenga y col. (2004), analizaron el efecto de preparaciones de α-GOS 
obtenidos de semillas de L. albus sobre la microflora intestinal en polluelos de 2 días de 
edad. En dicho trabajo, se inyectó en la cámara de aire de huevos con embriones de 12 
días, solución de Ringen con diferentes concentraciones de α-GOS de lupino (de 0,18 
mg/huevo a 0,88 mg/huevo), mientras que en un grupo control de huevos se inyectó 
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solución de Ringen conteniendo solamente agua. Todas las concentraciones de α-GOS 
analizadas demostraron ejercer una influencia en la eclosión de los huevos y produjeron 
un aumento significativo del número de bifidobacterias en el colon de los polluelos, en 
comparación al grupo control. 
En otro estudio, Gulewicz y col. (2002) informaron que la administración de una 
dosis de 15 mg/100 g de peso corporal de α-GOS, extraídos de lupino y de arvejas, 
produjo un incremento en el número de bifidobacterias y una disminución simultánea en 
el recuento de coliformes totales en heces de ratas Wistar. Este gran número de 
bifidobacterias y lactobacilos generados en el colon, produce niveles elevados de 
AGCC, los que reducen el pH del medio (Roberfroid, 2002). A través de este 
mecanismo, estas bacterias beneficiosas reducen la proliferación de bacterias patógenas, 
tanto exógenas como de la propia flora intestinal (Escherichia coli, Salmonella spp., 
Shigella spp., Listeria spp., entre otras), evitando infecciones intestinales que, en 
algunos casos, provocan diarrea y colitis en el individuo (Delzenne y Roberfroid, 1994; 
Tomomatsu, 1994; Grizard y Barthmeuf, 1999). 
En otro orden, la dieta humana debe proveer cantidades suficientes de minerales 
(tales como calcio, magnesio, fósforo, hierro, etc.), los que desempeñan un papel 
esencial en los procesos fisiológicos. En muchos casos, factores como el nivel de 
ingesta dietaria y la biodisponibilidad de los minerales, no son los adecuados para que 
éstos alcancen los valores que satisfacen los requerimientos del organismo. Scholz-
Ahrens y col. (2001) enumeraron los posibles mecanismos que estarían implicados en la 
estimulación de la absorción de minerales que ejercen los prebióticos, siendo uno de 
ellos el bajo pH del medio que provoca un aumento de la solubilidad de algunos 
minerales, particularmente calcio y magnesio, aumentándose en consecuencia su 
absorción. Además, se ha propuesto el uso de prebióticos para la prevención o retraso de 
la osteoporosis y la anemia (Scholz-Ahrens y col., 2001). En particular, la absorción del 
calcio es un tema muy estudiado, debido a que este mineral es un componente 
estructural de los huesos y también juega un papel importante en la coagulación de la 
sangre y la contracción muscular. 
Por otro lado, estudios llevados a cabo en humanos han demostrado un 
incremento en el número de bifidobacterias en materia fecal luego de la ingesta diaria de 
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un extracto conteniendo 3 g de α-GOS provenientes de semillas de soja, durante un 
período de 3 semanas (Hayakawa y col., 1990; Wada y col., 1991). 
Otros estudios han demostrado que la administración de prebióticos del tipo α-
GOS tiene efectos beneficiosos sobre individuos afectados de estreñimiento, 
aumentando la frecuencia de deposición (Narimiya y col., 1996; Deguchi y col., 1997). 
Así, en un estudio llevado a cabo por Deguchi y col. (1997), los individuos demostraron 
un aumento en la frecuencia de defecación cuando ingirieron diariamente durante 5 
semanas 5 g de α-GOS, con respecto al mismo grupo de personas, cuando no lo 
ingirieron. 
Finalmente, Masai y col. (1987) estudiaron el consumo de 3 g/día de α-GOS 
obtenidos a partir de semillas de soja durante un período de 7 días en seis adultos 
masculinos sanos, observando una disminución significativa de la presión arterial 
diastólica media. También se observó una correlación significativa entre la disminución 
de la presión arterial diastólica y aumento del ratio entre el número de bifidobacterias y 
recuento de bacterias totales analizadas en heces del mismo grupo de personas. Los 
prebióticos del tipo α-GOS obtenidos a partir de semillas de soja podrían utilizarse para 
la reducción de la presión sanguínea (Masai y col., 1987). 
1.6.4.3 α-GOS y efectos indeseables 
Uno de los efectos negativos más comunes producido por el consumo de grandes 
cantidades de legumbres ricas en α-GOS, es la formación de gases a nivel del colon. 
Esto es consecuencia de la incapacidad de animales monogástricos y humanos de 
hidrolizar los α-GOS, dada la ausencia de la enzima α-galactosidasa en la mucosa 
intestinal de los mismos. La acumulación de gases en el tracto intestinal ocasiona 
malestar, calambres, dolor abdominal y diarreas. Los α-GOS, al no ser digeridos y sin 
poder atravesar la pared intestinal, llegan intactos al colon, donde son fermentados por 
bacterias anaerobias beneficiosas de la flora intestinal. Como productos de su 
fermentación, se sintetizan AGCC que reducen el pH, y también CO2, H2 y pequeñas 
cantidades de metano. Estos gases son los responsables de las flatulencias, las que 
provocan efectos indeseables, especialmente en individuos con problemas digestivos. 
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La primera evidencia científica del efecto antinutricional de α-GOS fue publicada 
por Kuriyama y Mendel (1917), en cuyo estudio se alimentaron ratas con rafinosa 
comercial, que les provocó diarrea severa, encontrándose residuos de rafinosa en las 
heces. 
Más recientemente, estudios llevados a cabo por Tomomatsu (1994), demostraron 
que una ingesta diaria de 100 mL de una bebida suave carbonatada conteniendo 3 g de 
α-GOS durante un período de 2 semanas, no provocaron efectos fisiológicos negativos. 
Según estos estudios, el consumo de altas dosis de α-GOS provoca el efecto adverso de 
flatulencia, de lo que se infiere que puede determinarse una dosis máxima de α-GOS 
que no ejerce un efecto antinutricional, sino por el contrario, que permite observar sus 
efectos beneficiosos a la salud. 
1.6.5 FUENTES VEGETALES COMO MATERIAS PRIMAS DE 
INGREDIENTES BIOACTIVOS 
Muchas leguminosas y otras especies vegetales representan potenciales fuentes de 
α-GOS (Roberfroid, 2001; Gopal, Sullivan y Smart, 2001). Varias de estas especies no 
son de consumo tradicional en nuestro país. Así, en particular, las legumbres son una 
buena fuente de fibra dietética y otros nutrientes importantes, sin que sean alimentos 
que estén incorporados en nuestra dieta de manera regular o frecuente. Se ha propuesto 
que harinas y fracciones ricas en fibra, obtenidos a partir de granos de legumbres, 
pueden ser incorporados en alimentos procesados para aumentar el contenido de fibra 
dietética y/o servir como ingredientes funcionales (Tosh y Yada, 2010). Como se 
mencionó anteriormente, los contenidos de α-GOS de numerosas especies vegetales se 
encuentran en la literatura, los que dependen de la especie y genotipo analizado (Kuo, 
VanMiddlesworth y Wolf, 1988; Andersen y col., 2005; Martínez-Villaluenga, Frías y 
Vidal-Valverde, 2008). A continuación se presentan datos relevantes a las tres fuentes 
vegetales elegidas como material de estudio en la presente tesis doctoral. 
1.6.5.1 CARACTERÍSTICAS GENERALES DE LAS LEGUMINOSAS 
Las leguminosas de grano representan un conjunto de especies pertenecientes a la 
familia Fabaceae, que se diferencian de otras familias por rasgos morfológicos muy 
característicos, como es la presencia de semillas contenidas en una vaina constituyendo 
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el fruto o legumbre. La utilidad primaria reside en sus semillas, siendo las legumbres 
muy atractivas desde el punto de vista nutricional. Según el CAA (Capítulo XI: 
Alimentos Vegetales, Artículo 877), con el nombre de legumbres se entiende a los 
frutos y a las semillas de las leguminosas. 
Por su parte, la FAO clasifica a las semillas de las legumbres en dos grupos en 
función de su contenido lipídico, diferenciando así las leguminosas oleaginosas (soja y 
maní) con niveles de grasa elevados (del 20 al 50%) y las legumbres secas o 
leguminosas grano (porotos, haba, arvejas, garbanzo, lenteja, lupino, entre otras) con un 
contenido en grasa muy inferior (del 1 al 7%) (Torija y Díez, 1999). 
Durante las últimas décadas, el conocimiento y la divulgación de los potenciales 
efectos beneficiosos a la salud atribuibles a dietas bajas en grasas y con alto contenido 
en fibra, han conducido a una aumento en el consumo de leguminosas. Estas son 
especies ampliamente cultivadas en todo el mundo, de gran importancia, tanto para la 
alimentación humana como animal, debido básicamente a su contenido proteico y 
también por ser fuentes importantes de carbohidratos complejos, algunos de absorción 
lenta como el almidón (predominante) y otros no digeribles, como los componentes de 
la fibra alimentaria (Singh, Sandhu y Kaur, 2004; Añon y col., 2009; Tosh y Yada, 
2010). Por otro lado, presentan un bajo contenido lipídico (excepto en el caso de 
semillas oleaginosas), incluyendo mayoritariamente ácidos grasos poliinsaturados 
(Gutiérrez, 2009). En general, a pesar de que poseen propiedades nutritivas positivas, 
las legumbres presentan ciertos oligosacáridos que el humano no puede digerir, debido a 
la falta de enzima α-galactosidasa. Estos oligosacáridos son metabolizados por la flora 
del IG, generando gases como dióxido de carbono, hidrogeno y metano (Rackis, 1975), 
pudiendo provocar algunos problemas de digestión, por lo que el consumo de 
leguminosas se ve limitado en muchos casos. Sin embargo, y tal como ya fuera 
mencionado, en cantidades adecuadas, el consumo de legumbres deja de ejercer un 
efecto antinutricional y promueve importantes beneficios para la salud, además de 
aportar nutrientes de calidad a la dieta humana. Debido a los grandes beneficios del 
consumo de legumbres para la salud, debería fomentarse una mayor incorporación en la 
dieta. 
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1.6.5.1.a Lupino (Lupinus albus) 
  
Figura 5. Morfología de la planta de lupino (Lupinus albus). 
El lupino pertenece a un género ampliamente distribuido a nivel mundial. Existen 
diversas especies que son cultivadas, mayoritariamente para el consumo animal o 
humano. La mayoría de estas especies provienen de la región mediterránea, aunque 
también son cultivadas en América del Sur, Nueva Zelanda y Australia. Las principales 
especies incluyen: lupino blanco (Lupinus albus), lupino amarillo (Lupinus luteus) y 
lupino azul (Lupinus angustifolius). 
Según el CAA, Capítulo XI: Alimentos vegetales, Artículo 884 (Resolución 
Conjunta SPReI N° 169/2013 y SAGyP N° 230/2013), “con el nombre de lupino o 
altramuz, se entiende a la semilla fresca o desecada de Lupinus albus L. (lupino blanco 
o común), de Lupinus luteus L. (lupino amarillo) y de Lupinus angustifolius L. (lupino 
azul). La semilla fresca puede presentarse para la venta, suelta o en su vaina”. 
Aunque el lupino es bien conocido desde hace muchos años, su difusión como 
cultivo se ha visto restringida por la presencia en sus semillas de factores 
antinutricionales (alcaloides) los cuales le confieren un característico sabor amargo. 
Estos alcaloides no son relevantes debido a su escasa presencia (<10% de las semillas lo 
contienen) y a su propiedad de ser hidrosolubles, es decir que pueden ser eliminados por 
lavados con agua (Gómez-Villavalva, 2005; Añon y col., 2009). Durante el desarrollo 
del cultivo, los alcaloides se encuentran presentes en las partes vegetativas de la planta, 
actuando a manera de defensa natural contra el ataque de insectos y microorganismos. 
Existen por otra parte variedades de lupino mejoradas (dulces), las cuales poseen una 
baja presencia de alcaloides (menor de 0,05%). 
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En nuestro país el cultivo es todavía incipiente y restringido al lupino blanco. Es 
una especie de ciclo inverno-primaveral, que tiene una raíz pivotante con la capacidad 
de liberar el fósforo bloqueado en el suelo y hacerlo aprovechable. Asimismo, al ser una 
leguminosa posee la característica de fijar nitrógeno atmosférico, debido a la simbiosis 
con la bacteria Rhizobium del suelo, lo que permite elevar la fertilidad total del terreno, 
reemplazando el uso de fertilizantes nitrogenados caros. Todas estas características 
potencian su incorporación en las rotaciones agrícolas de la zona, ya sea como abono 
verde y como alimento animal y/o humano. 
En la actualidad distintos grupos a nivel nacional están desarrollando experiencias 
destinadas a evaluar el potencial agrícola e industrial del lupino en Argentina. Los 
resultados obtenidos hasta el presente aseguran que el lupino es una alternativa válida, 
que contribuye a la diversificación y sustentabilidad de nuestra producción agrícola 
(Primolini, 2000). 
Las semillas de lupino son una fuente de fibra dietaria (30% a 40%), presenta bajo 
contenido lipídico (5% a 15%) y entre un 30% y 40% de proteínas en base seca, según 
la especie y variedad. Esta especie también es rica en carbohidratos y aporta vitaminas 
del grupo B principalmente, y ciertos minerales como calcio y hierro. Teniendo en 
cuenta la familia de las leguminosas, el lupino es la semilla que mayor contenido de 
oligosacáridos no digeribles (rafinosa, estaquiosa y verbascosa) presenta en sus semillas 
(5% a 16%) (Trugo, Almeida y Gross, 1988; Martínez-Villaluenga y col., 2004; 
Andersen y col., 2005; Martínez-Villaluenga, Frías y Vidal-Valverde, 2005; Muzquiz y 
col., 1999; Ruiz-López y col., 2000). 
Un aporte para el incremento de su consumo sería el desarrollo de nuevos 
alimentos elaborados con legumbres, y en tal sentido el enriquecimiento de productos 
de panadería resultaría una buena opción para obtener productos alimenticios con 
mejores características nutricionales y a un bajo precio. Según Pollard y col. (2002), el 
lupino, específicamente el Lupinus albus, se presenta como la leguminosa con mayor 
potencial para la elaboración de productos de panadería. 
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1.6.5.2 CARACTERÍSTICAS GENERALES DE LAS CUCURBITÁCEAS 
Las curcubitáceas (Cucurbitaceae) conforman un importante grupo de plantas 
herbáceas, muchas de ellas muy comunes y ampliamente utilizadas en alimentación 
tanto humana como animal. Incluye a la calabaza (Cucurbita maxima) y calabacín 
(Cucurbita pepo), pepino (Cucumis sativus), melón (Cucumis melo) y sandía (Citrullus 
lanatus) (Delgado-Paredes y col., 2014). 
Las cucurbitáceas no suelen consumirse por su valor nutritivo, ya que no son ricas 
en proteínas, vitaminas o minerales, aportando escasas calorías. Hoy en día, 
especialmente en el caso de las calabazas y calabacines, el consumo de sus semillas 
resulta un campo atractivo para la nutrición. El CAA en su Capítulo XI: Alimentos 
vegetales, Artículo 917 (Resolución Conjunta SPReI N° 169/2013 y SAGyP N° 
230/2013), presenta un listado de semillas comestibles, en el que se encuentra la semilla 
de zapallo (nombre taxonómico: Cucurbita maxima Duchesne ex Lam., Cucurbita 
moschata Duchesne, Cucurbita mixta Pangalo). 
1.6.5.2.a Zapallo (Cucurbita maxima) 
 
Figura 6. Morfología de la planta de zapallo (Cucurbita maxima). 
En particular, las semillas pertenecientes a la especie Cucurbita maxima 
(calabaza) suelen consumirse como tales por su alto valor nutritivo. Representan una 
excelente fuente de ácidos grasos poliinsaturados del tipo omega 3 (linolénico) y 6 
(linoleico), con un aporte proteico de hasta un 24% y de fibra dietaria total de un 22%, 
siendo además ricas en vitaminas A, C y E. (Rezig y col., 2012; Armijo, 2012). Poseen 
fitoesteroles y fitoestanoles, sustancias que dificultan la absorción del colesterol en el 
lumen intestinal, incrementan su transportación y posterior eliminación del organismo 
(Martínez y col., 2008). Teniendo en cuenta el aporte minerales, las semillas son ricas 
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en potasio principalmente, seguido, en orden decreciente por el fósforo, sodio, calcio, 
magnesio, cobre, zinc, hierro y manganeso (Rezig y col., 2012). El valor nutritivo de las 
semillas de cucurbitáceas está ganando considerable interés debido a la demanda de 
alimentos saludables. Su utilización en forma de harina para el diseño de panificados 
resulta una buena opción para el desarrollo de productos alimenticios con alto valor 
nutricional. 
1.6.5.3 CARACETRÍSTICAS GENERALES DE LOS PSEUDOCEREALES 
Se trata de especies dicotiledóneas que no están botánicamente relacionadas con 
los verdaderos cereales (especies monocotiledóneas), aunque sus semillas son 
consumidas como granos de manera similar a los cereales. Estas especies han atraído un 
gran interés en años recientes, debido en parte al excelente perfil nutricional que poseen, 
siendo fuentes importantes de energía por su contenido en almidón, además de proveer 
proteínas de buena calidad, fibra dietaria y lípidos ricos en ácidos grasos insaturados. 
Además, contienen adecuados niveles de vitaminas y minerales y cantidades 
significativas de otros componentes bioactivos como saponinas, fitoesteroles, 
fagopiritoles y polifenoles. Otra particularidad interesante de mencionar es que estas 
semillas no contienen gliadina y glutenina (proteínas formadoras de gluten) y debido a 
esta característica están surgiendo actualmente como alternativas para dietas libres de 
este componente (Alvarez-Jubeta, Arendt y Gallagher, 2009). 
1.6.5.3.a Trigo sarraceno (Fagopyrum esculentum) 
 
Figura 7. Morfología de la planta de trigo sarraceno (Fagopyrum esculentum). 
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El trigo sarraceno (Fagopyrum esculentum) es una planta herbácea que pertence a 
la familia de las Polygonáceas, su nombre deriva de la forma de la semilla, de sección 
triangular. Es cultivada por sus granos para consumo humano y animal. 
Sus semillas se utilizan de varias formas en alimentos, suelen ser consumidos 
regularmente en forma de harina en Rusia, Europa del Este y Central, EE.UU., Canadá 
y en Japón, siendo este último país el principal mercado de trigo sarraceno (Steadman y 
col., 2001; Préstamo y col., 2003). En Argentina esta especie no es cultivada con fines 
de consumo tradicional, aunque existen estudios que sugieren que podría sembrarse en 
zonas trigueras del país. Se siembra sólo en pequeñas extensiones del país con mercados 
muy restringidos o a nivel experimental (Napoli, 1994). 
Nutricionalmente, se caracteriza principalmente por su alto nivel proteico (10% a 
13%). Es rico en lisina, un aminoácido escaso en proteínas de cereales, y en otros 
aminoácidos escenciales como arginina, metionina, treonina y valina. Otra característica 
potencial de este grano es la ausencia de gliadina y glutenina, siendo sus principales 
proteínas las globulinas (70%) y albúminas (25%), por ello su harina es ideal en dietas 
destinadas a celíacos. Presenta alto contenido en vitaminas del complejo B y aporta 
hierro, potasio, fósforo, calcio, sodio, yodo y manganeso. Es un alimento rico en 
carbohidratos con un buen aporte de fibra dietaria total del 10% y un bajo contenido en 
lípidos, presentando principalmente ácidos grasos del tipo oleico, linoleico, palmítico y 
linolénico (Steadman y col., 2001; Nikolić, Sakač y Mastilović, 2011). 
Teniendo en cuenta la familia de los pseudocereales, existen referencias 
bibliográficas en las que distintos autores estudian el contenido de oligosacáridos de la 
familia de la rafinosa y otros carbohidratos, presentes en diferentes variedades de trigos. 
Steadman y col. (2001) estudiaron la composición de macronutrientes y FDT del trigo 
sarraceno (Fagopyrum esculentum) concluyendo que esta especie de trigo acumula 
fagopiritoles durante la maduración en lugar de oligosacáridos de la serie rafinosa. Sin 
embargo, alrededor del 40% de los carbohidratos solubles son α-galactósidos. Otros 
autores, Préstamo y col. (2003), demostraron en un estudio llevado a cabo con ratas 
alimentadas con harina de trigo sarraceno, una disminución significativa de bacterias 
mesófilas y un incremento de bacterias ácido lácticas (BAL) en microflora intestinal en 
comparación con ratas que recibieron una dieta control, postulando así a este 
pseudocereal como un prebiótico para el diseño de alimentos saludables. 
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1.6.6 MÉTODOS ANALÍTICOS 
Se han desarrollado a lo largo de los años numerosos procedimientos para analizar 
azúcares solubles, pero no todos son adecuados para cuantificar individualmente los 
carbohidratos de una muestra. 
De las técnicas utilizadas para el análisis cualitativo de carbohidratos solubles, 
podemos destacar la cromatografía en capa fina (TLC: Thin layer chromatography). 
Resulta una técnica donde el tiempo de análisis requerido es bajo, siendo útil para 
realizar análisis iniciales de carbohidratos en una muestra (Tanaka, Thananunkul y 
Chichester, 1975; Koizumi, Utamura y Okada, 1985). 
La separación y cuantificación de los azúcares solubles puede llevarse a cabo 
eficazmente por cromatografía de gases (CG), ya que es una técnica con elevado grado 
de sensibilidad y fiabilidad. Además, posee una gran reproducibilidad, dado que las 
columnas capilares que se utilizan se mantienen estables durante mucho tiempo. Sin 
embargo, esta metodología presenta algunos inconvenientes debido a que los azúcares 
no son volátiles, haciéndose necesaria la derivatización previa de la muestra. Este 
aspecto, agrega una etapa más al procedimiento analítico, además de provocar mayores 
tiempos de elución para los compuestos derivatizados y fomentar el uso de elevadas 
temperaturas de columna (Kadlec, 2000). 
La cromatografía líquida de alta resolución (HPLC: High performance liquid 
chromatography), es quizá la técnica más apropiada para determinar carbohidratos 
solubles, ya que se caracteriza por ser de gran sensibilidad, precisión y fiabilidad. La 
preparación de la muestra es sencilla, sin que sea necesaria la derivatización, dando 
lugar a tiempos de análisis cortos (Kadlec, 2000; Sánchez-Mata, Cámara Hurtado y 
Díez-Marqués, 2002). Es habitual el uso de columnas en fase amino para separar los 
diferentes azúcares presentes en leguminosas (Muzquiz, Rey y Cuadrado, 1992), aunque 
también pueden utilizarse columnas de C18 (Kennedy, Mwandemele y McWhirter, 
1985). La detección se suele llevar a cabo utilizando un detector de índice de refracción. 
1.7 ENFERMEDAD CELÍACA 
1.7.1 DEFINICIÓN 
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La enfermedad celíaca o celiaquía es una de las intolerancias alimentarias más 
difundidas. Puede ser definida como una enfermedad inflamatoria del intestino delgado 
superior (duodeno y yeyuno) en individuos suceptibles genéticamente, provocada por la 
ingesta de trigo, centeno, cebada y avena, y/o los productos derivados de estos cereales. 
Los factores que desencadenan la enfermedad celíaca son las proteínas de 
almacenamiento de estos cereales, en general denominadas en su conjunto, proteínas 
formadoras del gluten. La patogenia de la celiaquía se basa en una respuesta primaria 
inmune a las proteínas formadoras del gluten como antígenos y a la transglutaminasa 
tisular, que ha sido identificada como un auto-antígeno (Wieser y Koehler, 2008). 
Básicamente, los pacientes con enfermedad celíaca desarrollan una mucosa intestinal 
plana, con ausencia de vellosidades normales, lo que altera o disminuye la absorción de 
los nutrientes de los alimentos (Peréz, Docena y Curciarello, 2009). 
La celiaquía tiene una alta incidencia en la población del sur y oeste de Europa, 
así como se ha expandido hacia Austria, América del Norte y América Latina como 
consecuencia de la migración europea. El incremento actual de la incidencia esta 
enfermedad se encuentra relacionado con el desarrollo de métodos de diagnóstico 
(Fasano y Catassi, 2001). Para explicar la epidemiología de la enfermedad celíaca se 
emplea comúnmente el modelo del Iceberg (Visakorpi, 1996). Consiste en pensar que la 
punta representa a pacientes con enfermedad declarada, que han sido diagnosticados por 
una biopsia que demuestra una mucosa intestinal plana, y por pacientes diagnosticados 
recientemente que cumplen una dieta libre de gluten y que presentan una mucosa 
normal. En la parte inferior del iceberg, se encuentra un grupo de pacientes celíacos 
latentes, que presentan una mucosa normal al ingierir gluten, pero que potencialmente 
podrían desarrollar la enfermedad en futuro. La parte sumergida del iceberg representa 
al grupo de casos no diagnosticados. 
Las características de la enfermedad y los síntomas varían de paciente en paciente, 
dependiendo de su severidad y alcance. Se asocian muchos síntomas diferentes, que se 
pueden dividir en funciones intestinales, tales como: diarrea crónica, esteatorrea, 
vómitos y distensión abdominal, y en resultados de mala absorción, tales como: 
deficiencias de vitaminas y minerales, retraso del crecimiento y pérdida de peso. Los 
pacientes no tratados tienen un mayor riesgo de anemia, edema, osteoporosis, 
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infertilidad, linfoma de células T, diabetes insulino dependiente, y enfermedad tiroidea 
principalmente (Peréz, Docena y Curciarello, 2009). 
Su detección se realiza mediante análisis de sangre, pero la biopsia duodenal y la 
histopatología del tejido se utilizan para confirmar la patología (Wieser y Koehler, 
2008). Luego del diagnóstico, la eliminación estricta de por vida del gluten en la dieta 
es el tratamiento básico para la celiaquía. Esto significa que los productos que contienen 
trigo, centeno, cebada y/o avena no están permitidos. La mejora de los síntomas 
generalmente es vista en cuestión de días o semanas después de la iniciación de la dieta 
libre de proteínas formadoras del gluten, mientras que la recuperación completa de la 
mucosa generalmente toma más tiempo (Lee y Newman, 2003). 
1.7.2 ALIMENTOS LIBRES DE GLUTEN 
En el año 2004, se incorporó al CAA la definición de alimentos “libres de gluten”, 
Art. 1382bis - (Res. Conj. SPyRS y SAGPyA Nº 120 y Nº 516, 19.11.03) la cual 
enuncia: “Se entiende por “alimento libre de gluten” el que está preparado únicamente 
con ingredientes que por su origen natural y por la aplicación de buenas prácticas de 
elaboración - que impidan la contaminación cruzada - no contiene prolaminas 
procedentes del trigo, de todas las especies Triticum, como la escaña común (Triticum 
spelia L.), kamut (Triticum polonicum L.), de trigo duro, centeno, cebada, avena ni de 
sus variedades cruzadas”. 
Para comprobar la condición libre de gluten, deberán utilizarse aquellas técnicas 
que la Autoridad Sanitaria Nacional evalúe y acepte. 
Estos productos se rotulan con la denominación del producto que se trate seguido 
de la indicación “libre de gluten”, debiendo incluir además la leyenda “Sin TACC” en 
las proximidades de la denominación del producto, de buen tamaño y visibilidad. 
Como se mensionó anteriormente, las semillas de zapallo y granos de lupino y de 
trigo sarraceno, constituyen un alimento apto para el consumo por parte de la población 
celíaca. 
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Teniendo en cuenta la clara importancia de desarrollar líneas de investigación en 
el área de Ciencia y Tecnología de Alimentos que involucren el uso de recursos 
vegetales que estén disponibles, o que puedan ser obtenidos a nivel local o regional, 
como materias primas de ingredientes con uso potencial en la elaboración de alimentos 
funcionales; y contribuyendo de esta manera a la innovación de la industria alimenticia 
a través de la incorporación de productos que aporten beneficios a la salud de los 
consumidores, planteamos: 
2.1 HIPÓTESIS DE TRABAJO 
Las semillas de lupino (Lupinus albus), zapallo (Cucurbita maxima) y trigo sarraceno 
(Fagopyrum esculentum) son fuentes de ingredientes (tales como extractos o harinas) 
que contienen α-galactósidos, cuyas propiedades prebióticas darían lugar a ser utilizadas 
en la formulación de alimentos funcionales. 
2.2 OBJETIVO GENERAL 
Diseñar un alimento funcional panificado que incluya un ingrediente, obtenido de 
materias primas no convencionales, que aporte componentes del tipo α-galactósidos 
cuyas propiedades prebióticas fueron confirmadas mediante ensayos in vitro e in vivo 
con modelo animal. 
2.2.1 OBJETIVOS PARTICULARES 
- Utilizar semillas de lupino (Lupinus albus), zapallo (Cucurbita maxima) y trigo 
sarraceno (Fagopyrum esculentum) como fuentes de ingredientes que contienen α-
galactósidos. 
- Lograr un método de extracción y purificación de α-galactósidos. 
- Analizar la composición de α-galactósidos en los ingredientes obtenidos. 
- Evaluar la capacidad prebiótica de los materiales obtenidos empleando ensayos in 
vitro con el microorganismo probiótico Lactobacillus paracasei y microorganismos 
entéricos. 
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- Estudiar el metabolismo de los carbohidratos obtenidos de las tres fuentes vegetales 
por parte del probiótico Lactobacillus paracasei, analizando la velocidad de 
crecimiento, el pH y la cinética de acidificación. 
- Evaluar la capacidad prebiótica de los materiales obtenidos empleando ensayos in vivo 
utilizando un modelo de ratas Wistar en crecimiento. 
- Evaluar propiedades sensoriales y características físicoquímicas de un producto 
panificado libre de proteínas formadoras de gluten, que incluyan en su formulación un 
ingrediente obtenido de alguna de las tres fuentes vegetales utilizadas conteniendo α-
galactósidos. 
- Contribuir a la innovación de la industria alimentaria, proponiendo la introducción de 
nuevos ingredientes que aporten un valor agregado a los productos por sus propiedades 
beneficiosas a la salud. 
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3.1 CARACTERIZACIÓN DE LAS MUESTRAS 
3.1.1 MATERIALES 
3.1.1.1 SEMILLAS Y MUESTRAS 
Semillas de lupino (Lupinus albus), zapallo (Cucurbita maxima) y trigo sarraceno 
(Fagopyrum esculentum), fueron adquiridas en un comercio local (Tandil, Argentina) y 
envasadas en bolsas de polietileno que se conservaron hasta su uso dentro de envases 
plásticos herméticos, almacenados en lugar fresco, seco y oscuro. Las semillas de lupino 
fueron descascaradas manualmente, previo remojo y secado en estufa con circulación 
forzada de aire (SR5070, FAC, Argentina) a 40 ºC. Las semillas de zapallo fueron 
adquiridas descascaradas (pepitas), mientras que en el caso del trigo sarraceno las 
mismas se utlizaron enteras. 
En cada caso, las semillas se molieron en molinillo para cereales (Mod. TDMC, 
TecnoDalvo, Argentina) y la harina resultante fue tamizada por malla metálica (mesh 
32) para obtener un tamaño final de partícula homogéneo (450 µm). La Figura 8 
muestra las semillas utilizadas, junto a las harinas resultantes en cada caso. 
 
Figura 8. Semillas y harinas obtenidas de lupino (Lupinus albus) (a), zapallo 
(Cucurbita maxima) (b) y trigo sarraceno (Fagopyrum esculentum) (c). 
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3.1.1.2 REACTIVOS 
Para la determinación de fibra dietaria total, soluble e insoluble, se utilizó un kit 
comercial (K-TDFR, Megazyme, Irlanda). Los reactivos y solventes de uso general 
fueron de calidad proanálisis y de procedencia nacional. 
3.1.2 MÉTODOS 
3.1.2.1 COMPOSICIÓN CENTESIMAL DE LAS HARINAS 
La caracterización centesimal de las harinas obtenidas de las semillas utilizadas en 
el presente estudio, se realizó mediante ensayos estandarizados por triplicado, e incluyó 
los contenidos de humedad, proteínas, grasas, fibra dietaria total y cenizas. Los 
carbohidratos asimilables totales se estimaron por diferencia. 
3.1.2.1.a Determinación del contenido de humedad 
El contenido de humedad fue determinado por medio del método gravimétrico 
directo de la Association of Official Analytical Chemist (AOAC) (1990) para harina de 
cereales. Para ello se pesaron 2 g de muestra en un crisol, el que se llevó a estufa con 
circulación forzada de aire a 100 ± 10ºC (SR5070, FAC, Argentina), durante toda una 
noche. Posteriormente se procedió a colocar la muestra en un desecador y se pesó en 
balanza analítica (ALC-210.4, ACCULAB, EE.UU.) hasta peso constante. Finalmente 
el contenido de humedad se expresó como porcentaje en base seca, según la ecuación: 
%Humedad= [(Ph–Ps) / Ps] x 100       (9) 
donde: 
Ph: peso húmedo de la muestra (g) 
Ps: peso seco de la muestra (g) 
3.1.2.1.b Determinación del contenido de proteínas 
La determinación de proteínas se realizó utilizando el método de Kjeldahl 
(AOAC, 1990), mediante equipos de digestión y destilación automáticos (B-316, Büchi, 
Suiza). Primero, se realizó una digestión de 2 g de muestra seca y desgrasada con ácido 
CAPÍTULO 3. MATERIALES Y MÉTODOS. Caracterización de las muestras 
	 65	
sulfúrico concentrado, en presencia de 10 g de una mezcla catalizadora (compuesta de 7 
g de sulfato cúprico y 93 g de sulfato de potasio) a 390ºC durante 1,5 h. Posteriormente, 
la muestra digerida se neutralizó con hidróxido de sodio al 30% y el amoníaco liberado 
se destiló sobre un exceso de solución de ácido bórico, para finalmente proceder a la 
determinación de N proteico por titulación con ácido clorhídrico 0,01 N. En paralelo, se 
realizó un blanco de reactivos. Para el cálculo del contenido proteico en base seca de las 
muestras, se multiplicó el contenido de nitrógeno presente por el factor correspondiente 
en cada caso, utilizando la siguiente ecuación: 
%Proteínas= [(V1–Vb) x N / Ps] x 1,4 x f      (10) 
donde: 
V1: volumen de ácido clorhídrico consumido en la titulación de la muestra (mL) 
Vb: volumen de ácido clorhídrico consumido en la titulación del blanco (mL) 
N: normalidad del ácido clorhídrico 
Ps: peso seco de la muestra (g) 
1,4: peso equivalente del nitrógeno 
f: factor de Jones (lupino y trigo sarraceno: 6,25; zapallo: 5,30) 
3.1.2.1.c Determinación de grasas totales 
La determinación de grasas totales se realizó por el método de Soxhlet utilizando 
n-hexano como solvente (grado analítico, CAS Nº110-54-3) en cantidad necesaria, 
siguiendo la norma IUPAC 1.122 (IUPAC, 1992). Para ello, se pesaron 5 g de harina 
seca y se colocaron en cartuchos de papel. El proceso de extracción se efectuó durante 5 
horas a ciclos de reflujo continuos a 80ºC. Cumplido este tiempo, el solvente fue 
evaporado en rotavapor (R-114, Büchi, Suiza) a 45ºC. El contenido de grasas totales fue 
determinado gravimétricamente y se expresó como porcentaje en peso sobre base seca, 
según la ecuación: 
%Grasa extraíble= [(Pb+g – Pb) / Pms] x 100     (11) 
donde: 
Pb+g: peso balón con grasa (g) 
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Pb: tara del balón (g) 
Pms: peso de la muestra seca (g) 
3.1.2.1.d Determinación del contenido de cenizas 
La determinación de cenizas se realizó gravimétricamente luego de calcinación en 
mufla (AOCS, 1998). Para ello, se pesaron 2 g de la muestra seca en crisol de porcelana, 
el cual se calentó sobre mechero hasta carbonización completa de la misma. 
Posteriormente el crisol se llevó a mufla a 500-550ºC (CDM-4007R, Estigia, Argentina) 
hasta obtención de cenizas blancas. Finalmente, el crisol se dejó enfriar en desecador y 
se pesó nuevamente en balanza analítica (ALC-210.4, ACCULAB, EE.UU.). Por 
diferencia de peso se calculó el contenido de cenizas de la muestra y se expresó como 
porcentaje en peso sobre base seca, según la ecuación: 
%Cenizas= (Pmc/Pms) x 100        (12) 
donde: 
Pmc: peso de la muestra calcinada (g) 
Pms: peso de la muestra seca (g) 
3.1.2.1.e Determinación de fibra dietaria total, soluble e insoluble 
El contenido de fibra dietaria soluble e insoluble fue determinado por medio del 
método enzimático-gravimétrico (AOAC 991.43), utilizando kit comercial. A 1 g de 
muestra seca y desgrasada se le añadió buffer fosfato 0,08 M (pH 6,0 ± 0,1), 
incubándose a 100ºC en baño maría con agitación (15 minutos), en presencia de α-
amilasa termoestable para producir la gelatinización, hidrólisis y despolimerización del 
almidón. Luego, se ajustó el pH (7,5 ± 0,1) utilizando NaOH 0,275 N, se añadió 
proteasa y se incubó a 60ºC (30 minutos) para despolimerizar y solubilizar proteínas. 
Cumplido este tiempo, se ajustó el pH nuevamente (4,5 ± 0,2) utilizando HCl 0,325 N y, 
finalmente, se agregó amiloglucosidasa, incubándose a 60ºC (30 minutos) para 
hidrolizar fragmentos de almidón a glucosa. Finalizada la última digestión, se precipitó 
la fibra soluble (FS) con 4 veces el volumen de etanol 95%. Se dejó decantar por al 
menos 1 hora a temperatura ambiente. El residuo se filtró al vacío utilizando filtro 
Duran-Schott Nº3 con un lecho de Celite®, previamente tarado. A continuación, el 
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residuo resultante se lavó sucesivamente con etanol 78%, etanol 95%, y acetona, se secó 
hasta peso constante en estufa a 100ºC y se registró su peso. Para obtener el %FDT se 
corrigió el peso del residuo seco, restando los porcentajes correspondientes a proteínas y 
cenizas de dicho residuo. Para cada muestra, este ensayo se realizó por duplicado y el 
%FDT se calculó según la ecuación: 
%Fibra Dietaria Total= [((Rm+Rd) / 2) – p – A – B] / [(m+d) / 2] x 100  (13) 
B= [(BR+BRd) / 2] – BP – BA       (14) 
donde: 
Rm: peso del residuo de la muestra (g) 
Rd: peso del residuo del duplicado de la muestra  (g) 
m: peso de muestra seca y desgrasada (g) 
d: peso del duplicado de la muestra seca y desgrasada (g) 
p: peso de proteínas del Rd (g) 
A: peso de cenizas del Rm (g) 
B: blanco 
BR: blanco residuo 
BRd: blanco residuo duplicado 
BP: peso de proteínas del B (g) 
BA: peso de cenizas del B (g) 
3.1.2.1.f Determinación del contenido de carbohidratos asimilables 
El contenido de carbohidratos disponibles se determinó por diferencia 
(FAO/WHO, 1982), a partir de los resultados obtenidos en las determinaciones de 
grasas (G), cenizas, proteínas (P), humedad (H) y fibra dietaria total (FDT), según la 
ecuación: 
%Carbohidratos= [100 – (G + C+ P+ H + FDT)]     (15) 
 
CAPÍTULO 3. MATERIALES Y MÉTODOS. Obtención y análisis de α-Galactósidos 
	 68	
3.2 OBTENCIÓN Y ANÁLISIS DE α-GALACTÓSIDOS 
3.2.1 MATERIALES 
3.2.1.1 REACTIVOS 
Los estándares utilizados en la determinación de azúcares mediante HPLC fueron: 
galactosa (≥99%, Fluka, Suiza), sacarosa (≥99%, Fluka, Suiza), fructosa (≥99%, Merck, 
Alemania), rafinosa, estaquiosa, y verbascosa (≥98%, Sigma-Aldrich, EE.UU.). Las 
placas de TLC fueron preparadas con celulosa (Merck, Alemania) y sulfato de calcio 
dihidratado (Merck, Alemania). Para la extracción de los azúcares se utilizó alcohol 96º 
según farmacopea Argentina. Los reactivos y solventes de uso general fueron de calidad 
proanálisis y de procedencia nacional. 
3.2.2 MÉTODOS 
3.2.2.1 EXTRACCIÓN Y PURIFICACIÓN DE AZÚCARES 
La extracción de los α-galactósidos y carbohidratos de bajo peso molecular 
(CBPM) se realizó siguiendo el método de Gulewicz y col. (2000), con algunas 
modificaciones. En primer lugar, la harina seca tamizada fue desgrasada en extractor 
Soxhlet utilizando n-hexano durante 4 horas. A partir de 5 g de harina seca y 
desgrasada, se realizó una extracción con etanol 70% (1:10 p/v) en tubos de centrífuga 
con tapa a rosca en agitador tipo Kline (Vicking, Argentina) a 130 rpm y 20°C durante 
una noche. Luego de filtración por papel, el filtrado fue decolorado mediante carbón 
activado (1% p/v) y, luego de remover el carbón por filtrado, el extracto fue evaporado 
a sequedad en rotavapor a 40ºC (Vaccum-System B-169, Büchi, Suiza) y finalmente 
secado en estufa a 40°C bajo vacío (FAC, Argentina) hasta peso constante. Los α-
galactósidos y CBPM así obtenidos, fueron resuspendidos en 10 mL de agua tridestilada 
y luego eluídos a través de una columna de vidrio (15 x 1,5 cm d.i.) rellena con resina 
de intercambio catiónico Dowex® 50WX8 (forma ácida), 20-50 mesh (Fluka, EE.UU.), 
utilizando como eluyente agua tridestilada (50 mL aproximadamente), hasta ensayo 
negativo de oligosacáridos mediante TLC utilizando como reactivo revelador solución 
al 1% de α-naftol (en 90% de etanol y 10% de ácido ortofosfórico).  
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El pH ácido (1,5) del extracto acuoso así obtenido se ajustó a un valor cercano a 
7,0, utilizando solución de Ca(OH)2 al 4%. La solución resultante se sometió 
posteriormente a 100ºC durante 2 minutos, se centrifugó a 4500 rpm por 15 minutos 
(D2012, Dragon LAB, China) y el sobrenadante se evaporó en rotavapor. Los α-
galactósidos y CBPM purificados así obtenidos se resuspendieron en agua tridestilada 
(1:1 p/v) y la suspensión fue sometida a ultrasonido durante 5 minutos para facilitar la 
disolución de los mismos. El extracto final se filtró por membrana de nylon de 0,22 µm 
de poro (MSI, EE.UU.) para eliminar cualquier material en suspensión y se conservó en 
frasco estéril a -18°C hasta su uso. Las muestras nuevamente se filtraron por membrana 
de nylon de 0,22 µm de poro (MSI, EE.UU.), previo a su inyección en la columna del 
sistema de HPLC. La Figura 9 presenta un esquema resumido del procedimiento 
experimental de extracción y purificación de azúcares descripto en la presente sección. 
Figura 9. Esquema de extracción y purificación de azúcares a partir de harinas secas y 
desgrasadas de semillas de lupino, zapallo y trigo sarraceno. 
5 g harina desgrasada y seca + 50 mL EtOH 70% (v/v) 
Sobrenadante 
Mono-, di- y oligosacáridos 
α-galactósidos purificados 
 
α-galactósidos 
- agitación 12 horas 
- filtración por papel 
- decoloración carbón activado 1% (p/v) 
- filtración por papel 
- columna Cromatográfica de Intercambio 
  Catiónico DOWEX 50WX8 
- elución con H2O tridestilada 
- ajuste a pH 7,0 (Ca(OH)2 4%) 
- 100ºC-2 min + 4500 rpm-15 min 
- evaporación en rotavapor 
- secado bajo vacío a 40ºC 
- redisolución en H2O tridestilada (1:1 p/v) 
- filtración a través de membrana 0,22 µm 
residuo 
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3.2.2.1.a Identificación de azúcares mediante cromatografía en capa fina (TLC) 
Se realizó un análisis preliminar de α-galactósidos y CBPM mediante TLC, 
siguiendo el procedimiento descrito por Kotiguda, Peterbauer y Mulimani (2006). Se 
utilizaron placas de celulosa y una mezcla de 2-propanol:acetato de etilo:agua, 6:1:3 
(v/v/v) como fase móvil. 
Las placas de TLC fueron preparadas resuspendiendo 30 g de celulosa y 10 g de 
sulfato de calcio dihidratado en 45 mL de agua destilada. La suspensión se vertió sobre 
placas de vidrio utilizando un extensor, con un espesor final de 0,2 mm. Finalmente las 
placas se dejaron secar a temperatura ambiente. 
Los extractos de azúcares purificados obtenidos de harinas de lupino, zapallo y 
trigo sarraceno, respectivamente, fueron diluidos con agua tridestilada (1:5 v/v). Se 
tomaron 20 µL de cada muestra y se sembraron junto a los estándares sobre la placa 
utilizando micropipeta de vidrio. Luego del desarrollo en cuba de vidrio saturada con 
fase móvil, las placas se dejaron secar al aire y luego se pulverizaron con una solución 
1% de α-naftol (en 90% de etanol y 10% de ácido ortofosfórico). Los carbohidratos 
presentes en las muestras fueron visualizados luego de calentar las placas en estufa a 
100ºC durante 10 minutos (FAC, Argentina). 
3.2.2.1.b Identificación de azúcares mediante cromatografía líquida de alta 
resolución (HPLC) 
El análisis de los mono, di y oligosacáridos en las muestras de semillas se realizó 
mediante HPLC, según el método utilizado por Muzquiz, Rey y Cuadrado (1992), 
utilizando un equipo modular UHPLC Dionex UltiMate 3000 LC System (Thermo 
Scientific, EE.UU.), equipado con un detector de índice de refracción Shodex RI-101 
(Shodex, Japón). Como fase estacionaria se empleó una columna Luna-5-NH2, 250 x 
4,6 mm d.i. (Phenomenex, EE.UU.) mantenida a 40ºC. La fase móvil utilizada en 
condiciones isocráticas, con un flujo de 1 mL/min, consistió de una mezcla de 
acetonitrilo:agua 75:25 (v/v) para separar monosacáridos (fructosa y galactosa), y 60:40 
(v/v) para el caso de sacarosa y α-galactósidos (rafinosa, estaquiosa y verbascosa). Los 
solventes de la fase móvil fueron previamente desgasificada y filtrados a través de 
membrana de nylon de 0,45 µm de poro (MSI, EE.UU.). 
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Cada muestra fue analizada por duplicado, utilizando un volumen de inyección de 
20 µL. 
Los carbohidratos presentes en la muestra se cuantificaron por comparación de 
áreas con estándares de fructosa, galactosa, sacarosa, rafinosa, estaquiosa y verbascosa, 
respectivamente. Cada solución patrón se preparó disolviendo el azúcar correspondiente 
en agua tridestilada y luego añadiendo un volumen de acetonitrilo necesario para 
obtener una composición final idéntica a la fase móvil (75:25 ó 60:40 v/v, según el 
carbohidrato). 
En la Tabla 2 se presentan los rangos de concentraciones utilizados para obtener 
las rectas de calibración correspondientes a cada carbohidrato patrón. A continuación se 
presentan las curvas de calibración obtenidas en cada caso (Figura 10). 
TABLA 2 
Parámetros de calibración de los carbohidratos solubles analizados 
Carbohidrato Ecuación de la recta Coeficiente de Correlación 
(R2) 
Rango de Concentración 
(mg/mL) 
Fructosa y = 3,9858x – 8,4133 0,9931 6,25-25 
Galactosa y = 1,522x – 5,573 0,9910 6,25-50 
Sacarosa y = 3,0802x + 3,978 0,9934 6,25-50 
Rafinosa y = 1,7405x + 15,531 0,9965 5-40 
Estaquiosa y = 1,9297x + 16,37 0,9971 5-40 
Verbascosa y = 2,4442x + 12,8 0,9868 2-12,5 
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Figura 10. Curvas de calibración de estándares de: 8a. Fructosa; 8b. Galactosa; 8c. 
Sacarosa; 8d. Rafinosa; 8e. Estaquiosa; y 8f. Verbascosa (n=2). 
3.2.3 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Todos los ensayos se realizaron por duplicado de muestra, obteniéndose la media 
y desvío estándar (DE) como medida de dispersión. Los datos fueron analizados 
estadísticamente por un análisis de varianza (ANOVA), seguido por una prueba de LSD 
Fisher a un nivel de significancia de α=0,05 utilizando el programa Infostat (Versión 
2011, Argentina). 
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3.3 EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD PREBIÓTICA in 
vitro 
Como estudio preliminar de la potencial actividad prebiótica de los oligosacáridos 
extraídos de las tres especies de semillas empleadas en el presente trabajo, se realizaron 
ensayos in vitro utilizando una cepa probiótica de L. paracasei, en los que se evaluó su 
crecimiento en medios conteniendo distintas fuentes de carbono, incluyendo los 
carbohidratos extraídos de las semillas. Asimismo, se analizó la influencia de las 
mismas fuentes de carbono en el desarrollo de microorganismos patógenos. La cepa 
utilizada en el presente estudio es considerada una bacteria probiótica, como se informó 
en diferentes estudios previos (Reid, Kim y Köhler, 2006; Huebner, Wehling y Hutkins, 
2007; Reid, 2008). Los parámetros obtenidos en estos ensayos permitieron cuantificar, 
mediante el cálculo de índices, la capacidad prebiótica de los oligosacáridos de las 
semillas analizadas. Si bien este tipo de ensayos no confirman la actividad prebiótica de 
un sustrato dado a nivel fisiológico humano, sirven para preseleccionar aquellos 
compuestos que presentan potencial para exhibir dicha actividad (Rycroft y col., 2001; 
Vulevic y col., 2004; Huebner, Wehling y Hutkins, 2007; Gomez y col., 2010; 
Moongngarm, Trachoo y Sirigungwan, 2011; Corzo y col., 2015). 
3.3.1 MATERIALES 
3.3.1.1 CULTIVO STOCK DE Lactobacillus paracasei 
La cepa liofilizada de L. paracasei BGP1 (Clerici-Sacco, Italia), se cultivó en 
medio caldo MRS (Britania, Argentina) a 37ºC, durante 12 h, en anaerobiosis. 
Posteriormente, se realizaron diluciones del cultivo de toda la noche para luego sembrar 
un volumen de 100 µL en Agar MRS (Britania, Argentina) con el fin de obtener 
colonias aisladas. Las placas sembradas se incubaron a 37ºC en anaerobiosis durante 48 
h. Las colonias de L. paracasei obtenidas se levantaron con anza e incubaron 
nuevamente en caldo MRS en tubos Eppenderof con tapa a rosca durante 12 h en 
anaerobiosis a 37ºC. Con el objetivo de obtener un cultivo stock de L. paracasei, a cada 
tubo se le agregó 20% de glicerol, y luego de homogeneizar con agitador vortex 
(Modelo Eternity, Decalab S.R.L., Argentina), se conservaron congelados a -80ºC hasta 
su requerimiento. 
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3.3.1.2 CARBOHIDRATOS UTILIZADOS 
Distintos carbohidratos fueron utilizados como fuente de carbono fermentable 
para el estudio de capacidad prebiótica in vitro. Glucosa (Merck, Alemania), inulina GR 
(Beneo-Orafti, Bélgica), rafinosa comercial (Sigma-Aldrich, Alemania), y α-
galactósidos extraídos de harina de lupino (α-GOSL), α-galactósidos extraídos de harina 
de zapallo (α-GOSZ), y α-galactósidos extraídos de harina de trigo sarraceno (α-
GOSTS), fueron resuspendidos en agua destilada en relación 1:1 p/v y esterilizados por 
filtración de membrana de 0,22 µm (MSI, EE.UU.). Los mismos se conservaron en 
frasco estéril en freezer a -20ºC hasta su requerimiento. 
3.3.2 MÉTODOS 
3.3.2.1 ENSAYOS DE CRECIMIENTO DE Lactobacillus paracasei 
Con el objetivo de estudiar el crecimiento relativo de L. paracasei con las 
diferentes fuentes de carbono durante 24 h, en primer lugar se preparó un medio de 
crecimiento basal libre de carbohidratos, denominado MRS basal (Anexo I). Para 
mejorar las condiciones de anaerobiosis y estimular el crecimiento de la cepa probiótica, 
se adicionó al medio de cultivo 0,05% de L-cisteína. Además, se preparó medio sólido 
utilizando 1,5% de agar y 30 mg/L de púrpura de bromocresol, como indicador de 
actividad acidificante. El medio se ajustó a pH 6,5 ± 0,2 utilizando NaOH 8M y 
finalmente se esterilizó en autoclave a 121ºC, a 1 atmósfera de presión, durante 20 
minutos. 
Para los ensayos de crecimiento de L. paracasei, las fuentes de carbono 
seleccionadas fueron agregadas a los correspondientes medios de cultivo en una 
concentración final de 1% p/v (Huebner, Wehling, y Hutkins, 2007). Los carbohidratos 
utilizados fueron previamente solubilizados en agua destilada (1:1 p/v) y esterilizados 
por filtración con membrana (0,22 µm, MSI, EE.UU.). Resultaron así, 7 medios: 
1) MRS basal (sin fuente de carbono fermentable), 
2) MRS glucosa (MRS basal + 1% p/v glucosa), 
3) MRS rafinosa (MRS basal + 1% p/v rafinosa), 
4) MRS inulina GR (MRS basal + 1% p/v inulina GR), 
5) MRS α-GOSL (MRS basal + 1% p/v α-GOSL), 
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6) MRS α-GOSZ (MRS basal + 1% p/v α-GOSZ), 
7) MRS α-GOSTS (MRS basal + 1% p/v α-GOSTS). 
La cepa probiótica del cultivo stock fue reactivada durante toda la noche en caldo 
MRS basal conteniendo el carbohidrato correspondiente para cada ensayo, a 37ºC en 
anaerobiosis. Un 1% de cada uno de los cultivos resultantes de toda la noche se inoculó, 
respectivamente, en idénticos medios de cultivo frescos, incubándose  nuevamente bajo 
las mismas condiciones anteriores. Se extrajeron muestras a distintos tiempos de 
incubación (0, 2, 3, 5, 6, 7, 9 y 24 h) para la medición de la densidad celular, pH, acidez 
titulable y se sembró en placa en correspondiente medio sólido. Los recuentos de 
colonias (UFC mL-1) se realizaron luego de 48 h de incubación a 37ºC en anaerobiosis. 
La Figura 11 presenta un esquema de la metodología empleada en la evaluación del 
crecimiento de la cepa probiótica en presencia de los distintos carbohidratos en estudio. 
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Figura 11. Esquema de metodología de evaluación del crecimiento de cepa probiótica 
L. paracasei en presencia de carbohidratos en estudio. 
3.3.2.1.a Determinación de la densidad celular 
La densidad celular se determinó mediante la medida de densidad óptica a 600 nm 
(DO600) con espectrofotómetro UV-Vis (Espectro-16/18 Series, Shanghai, China). Se 
tomaron muestras de 1 mL de los diferentes cultivos a determinados tiempos de 
incubación, utilizando solución fisiológica (9 g NaCl/L) como blanco y como medio de 
dilución. 
3.3.2.1.b Medida del pH y determinación de la acidez titulable 
MRS 
α-GOSTS 
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α-GOSZ 
MRS 
α-GOSL 
MRS 
inulina GR 
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rafinosa 
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glucosa 
MRS basal + 0,05% L-cisteína 
+ 1,5% Agar-Agar + 30 mg/L púrpura de bromocresol 
Caldo MRS basal 
Agar MRS basal 
+ 1% p/v carbohidrato 
+ 1% cultivo de toda la noche L. paracasei 
Incubación a 37ºC, anaerobiosis 
A tiempos de incubación de 0, 2, 3, 5, 6, 7, 9 y 24 h, se 
realizaron los siguientes ensayos: 
- DO600 
- pH 
- Acidez titulable 
- Dilución y siembra en placa 
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El pH de muestras de cada cultivo a los distintos tiempos de incubación se midió 
con peachímetro (HI-2211, HANNA, EE.UU.), previamente calibrado. Luego, cada 
muestra se mezcló con el mismo volumen de agua destilada y se tituló con solución de 
NaOH 0,11M utilizando fenolftaleína como indicador (pH final 8,6). La acidez titulable 
se calculó como porcentaje de ácido láctico (%AL) según la siguiente ecuación 
(Martínez-Villaluenga y Gómez, 2007): 
%AL= (VNaOH x 0,11 x 90 x 100) / (3 x 1000)      (16) 
donde: 
VNaOH: volumen de NaOH utilizado en la titulación (mL) 
90: peso molecular del ácido láctico (g mol-1). 
3.3.2.1.c Recuento de colonias en placa 
Para cada cultivo, se tomaron muestras a los distintos tiempos de incubación y 
luego de realizar las diluciones convenientes con solución fisiológica al 0,9%, se 
sembraron en placas del correspondiente medio de cultivo, por duplicado. Las placas se 
incubaron a 37°C durante 48 h, en anaerobiosis. Cada ensayo se realizó por triplicado. 
3.3.2.1.d Cálculo de la tasa de crecimiento relativo 
Como una medida de la capacidad prebiótica in vitro de los carbohidratos en 
estudio, se calculó la tasa de crecimiento relativa a glucosa (TCR) del probiótico L. 
paracasei mediante la siguiente ecuación: 
TCR= [(P24-P0) / (G24-G0)]        (17) 
donde: 
P24, P0: UFC mL-1 de L. paracasei en presencia del carbohidrato a 24 h y tiempo inicial, 
respectivamente. 
G24, G0: UFC mL-1 de L. paracasei en presencia de glucosa a 24 h y tiempo inicial, 
respectivamente. 
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Así, un carbohidrato dado con TCR>1 indicará que el mismo ejerce un efecto 
estimulante del crecimiento del L. paracasei, en comparación con la glucosa como 
fuente de carbono (Rubel y col., 2014). 
3.3.2.2 EVALUACIÓN DEL SCORE DE ACTIVIDAD PREBIÓTICA (SAP) 
Según Huebner, Wehling y Hutkins (2007), la actividad prebiótica refleja la 
capacidad de un sustrato dado de promover selectivamente el crecimiento de una cepa 
probiótica, tal como L. paracasei, en relación al de otros microorganismos patógenos, 
como E. coli. Por lo tanto, un carbohidrato tendrá una actividad prebiótica positiva si: 
(1) es metabolizado en el mismo grado que la glucosa por la cepa probiótica y (2) es 
selectivamente metabolizado por microorganismos probióticos, pero no por otras 
bacterias intestinales. La evaluación de esta actividad se llevó a cabo mediante el 
cálculo del SAP, según la siguiente expresión: 
      (18) 
donde: 
Ppre,24: UFC mL-1 del probiótico en medio con prebiótico a las 24 h 
Ppre,t0: UFC mL-1 del probiótico en medio con prebiótico a tiempo inicial t0 
Epre,24: UFC mL-1 de microorganismos entéricos en medio con prebiótico a las 24 h 
Epre,t0: UFC mL-1 de microorganismos entéricos en medio con prebiótico a tiempo 
inicial t0. 
3.3.2.3 ENSAYOS DE CRECIMIENTO DE MEZCLA ENTÉRICA 
Para evaluar el efecto selectivo que ejercen los α-galactósidos extraídos de las 
fuentes vegetales en estudio sobre el crecimiento de bacterias beneficiosas, se evaluó su 
influencia en el crecimiento de tres cepas de Escherichia coli productoras de toxina 
Shiga, (E. coli O157:H7 + E. coli O91:H21 + E. coli O171:H2), presentes en iguales 
proporciones en un cultivo mixto denominado “mezcla entérica”. Las mismas fueron 
obtenidas del cepario perteneciente al laboratorio de Inmunoquímica y Biotecnología 
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del Departamento de Sanidad Animal y Medicina Preventiva, Centro de Investigación 
Veterinaria de Tandil (FCV, UNICEN). Cada cepa fue cultivada por separado en caldo 
LB en aerobiosis, a 37ºC durante 18 h, para finalmente mezclarlas en proporción 1:1:1 
(v/v/v) en caldo fresco. 
Para los ensayos se utilizó un medio de crecimiento basal libre de carbohidratos 
denominado medio mínimo M9 (Anexo I). Se prepararon medios M9 conteniendo los 
diferentes carbohidratos en estudio en una concentración final de 1% p/v, obteniéndose 
así 7 medios: 
1) M9 (sin fuente de carbono fermentable), 
2) M9 glucosa (M9 + 1% p/v glucosa), 
3) M9 rafinosa (M9 + 1% p/v rafinosa), 
4) M9 inulinaGR (M9 + 1% p/v inulina GR), 
5) M9 α-GOSL (M9 + 1% p/v α-GOSL), 
6) M9 α-GOSZ (M9 + 1% p/v α-GOSZ), 
7) M9 α-GOSTS (M9 + 1% p/v α-GOSTS). 
3.3.2.3.a Recuento de colonias en placa 
El ensayo se realizó adicionando un 1% del cultivo de una noche en caldo LB de 
la mezcla entérica a erlenmeyers estériles conteniendo, respectivamente, cada uno de los 
7 medios listados previamente (Moongngarm, Trachoo y Sirigungwan, 2011), los que se 
incubaron en aerobiosis a 37ºC. A las 0 y 24 h de incubación se extrajeron, 
respectivamente, muestras, que luego de diluir convenientemente, se sembraron en 
placas sobre medio agar TSA. Cada ensayo se realizó por triplicado. La Figura 12 
presenta un esquema de la metodología aplicada para la evaluación del crecimiento de 
la mezcla entérica en medios con diferentes fuentes de carbono. 
CAPÍTULO 3. MATERIALES Y MÉTODOS. Evaluación de la actividad prebiótica in vitro 
	 81	
 
Figura 12. Esquema de metodología de evaluación del crecimiento de mezcla entérica 
en medios con diferentes carbohidratos. 
3.3.3 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Todos los datos se expresaron como la media y DE de tres repeticiones. Los 
resultados se interpretaron utilizando análisis de varianza de una vía (ANOVA) seguido 
de comparaciones entre las medias con Prueba LSD de Fisher para determinar 
diferencias significativas (p<0,05), utilizando software Infostat versión 2011 
(Argentina). 
+ 1% mezcla entérica 
Incubación a 37ºC, aerobiosis 
Siembra en Agar TSA a 
t=0 y 24 h 
M9 M9 rafinosa 
M9 
glucosa 
M9 
inulina GR 
M9 
α-GOSL 
M9 
α-GOSZ 
M9 
α-GOSTS 
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3.4 EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD PREBIÓTICA in 
vivo CON ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN 
3.4.1 MODELO DE EXPERIMENTACIÓN 
3.4.1.1 DIETAS 
Teniendo en cuenta la composición centesimal de la harina de lupino, la dieta a 
base de esta harina fue seleccionada como materia prima con componentes bioactivos 
para llevar a cabo el estudio de actividad prebiótica de los α-galactósidos en un modelo 
de animales de experimentación. Para dichos ensayos, se utilizaron dos grupos de 
animales que recibieron diferencialmente, las siguientes dietas ad libitum: 
- Grupo control (GC): dieta semisintética preparada según el American Institute of 
Nutrition (AIN 93) (Reeves, Nielsen y Hahey, 1993), conteniendo un 5% de 
celulosa. 
- Grupo lupino (GL): dieta semisintética preparada según AIN 93, conteniendo un 
10% de FDT de harina de lupino. Teniendo en cuenta la composición centesimal de 
la harina de lupino, se elaboró la dieta GL agregando la cantidad de harina de lupino 
necesaria para alcanzar una concentración de fibra dietaria total del 10% (Tabla 3). 
TABLA 3 
Composición de las dietas control y de harina de lupino 
Ingredientes  Control Lupino 
Proteínas1 (g/Kg dieta) 170,0 42,4 
Lípidos2 (g/Kg dieta) 69,0 21,3 
Mix minerales3 (g/Kg dieta) 35,0 19,9 
Mix vitaminas4 (g/Kg dieta) 10,0 10,0 
Colina (mL) 7,10 7,10 
L-Cistina (g/Kg dieta) 3,0 3,0 
Vitamina A (mL) 10,0 10,0 
Celulosa (g/Kg dieta) 50,0 - 
Harina de lupino (g/Kg dieta) - 425,5 
Dextrina (g/Kg dieta) Hasta completar 1000g (645,9) Hasta completar 1000g (460,8) 
1Caseinato de potasio, Nestlé Argentina S.A., conteniendo 85,1% de proteína y 0,995 % de Ca. 
2Aceite de soja comercial. 
3Composición según AIN 93 M-MX. 
4Composición según AIN 93 VX. 
Teniendo en cuenta la contribución de la harina de lupino en el contenido total de proteínas, lípidos, 
hidratos de carbono y minerales, ambas dietas proporcionan cantidades equivalentes de estos nutrientes, 
con valores finales de conformidad con los requisitos de AIN 93 para ratas. 
La dextrina se añadió como fuente de carbohidratos para lograr 1000 g de dieta. 
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3.4.1.2 ANIMALES 
Un total de veinte ratas machos de la cepa Wistar con peso inicial de 44,44 ± 
2,91g provenientes del Bioterio de la Cátedra de Nutrición de la Facultad de Farmacia y 
Bioquímica, Universidad de Buenos Aires, fueron utilizadas para el presente estudio. 
Los animales fueron destetados a los 21 días de vida, se pesaron y se dividieron al azar 
en 2 grupos de 10 ratas cada uno. Durante el ensayo, los animales contaron con acceso 
libre de agua desionizada y alimento, y se colocaron individualmente en jaulas de acero 
inoxidable a una temperatura (21 ± 1ºC) y humedad (60 ± 10ºC) controlada con ciclos 
de 12 horas de luz-oscuridad. 
El estudio experimental se llevó a cabo de acuerdo con el Instituto Nacional de 
Guía de la Salud para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio y fue aprobado por 
el Comité de Guía de Salud para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la 
Facultad de Farmacia y Bioquímica de la UBA. Todos los ensayos realizados se 
llevaron a cabo bajo el cumplimiento de las leyes argentinas vigentes sobre la materia. 
Los animales fueron pesados cada 15 días y se evaluaron los consumos de dietas 
de ambos grupos cada tres días. 
Al tiempo final del ensayo (60 días), las ratas fueron anestesiadas mediante 
inyección intraperitoneal de 0,1mg/100g de peso corporal (PC) de ketamina clorhidrato 
+ 0,1mg/100g de PC de maleato de acepromazina. De cada animal, se realizó una 
incisión abdominal y se extrajo sangre proveniente de la aorta abdominal. La misma fue 
colocada en respectivo tubo de ensayo de vidrio. 
3.4.2 DETERMINACIONES RELACIONADAS CON EL BALANCE DE 
MICROFLORA INTESTINAL 
Con el fin de realizar un estudio del balance de microflora intestinal (lactobacilos 
vs. enterobacterias), durante el ensayo se recolectaron muestras indivuales de heces de 
cada animal de ambos grupos a distintos tiempos: t1 (día 1), t20 (día 20), t45 (día 45) y t60 
(día 60). Las muestras recolectadas, se pesaron en balanza digital (V-350, ACCULAB, 
EE.UU.) y se colocaron en tubos con medio de transporte Stuart (Medical Wire & 
Equipment, U.K.) para ser analizadas al día siguiente de su recolección. Para ello, las 
muestras se diluyeron (1:10 p/v) utilizando solución fisiológica (0,9% p/v NaCl) y 
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homogeneizadas bajo condiciones estériles. Luego de realizar las respectivas diluciones 
seriales de cada muestra, se sembraron 100 µL de cada una en placa con los respectivo 
medio de cultivo. 
3.4.2.1 Recuento de enterobacterias 
Para analizar el contenido de enterobacterias en las heces de los animales, se 
utilizó medio sólido MacConkey (Britania, Argentina). Las placas sembradas se 
incubaron en aerobiosis a 37ºC durante 24 horas. Los resultados fueron expresados 
como el log de UFC g-1 heces. 
3.4.2.2 Recuento de lactobacilos 
Para analizar el contenido de lactobacilos en las heces de los animales, se utilizó 
medio agar MRS (Britania, Argentina). Las placas sembradas se incubaron a 37ºC 
durante 48 horas en anaerobiosis. Los resultados fueron expresados como el log de UFC 
g-1 heces. 
3.4.2.3 Cálculo del balance de microflora intestinal 
Se seleccionó la población de enterobacterias como indicador de flora patógena y 
la de lactobacilos como indicador de flora beneficiosa. La diferencia de los recuentos de 
ambas poblaciones se utilizó como indicador del balance de microflora intestinal de los 
animales (Castillo y col., 2006). Los recuentos de ambas poblaciones fueron llevados a 
cabo en heces, tal como se describió previamente (ítem 3.4.2.1 y 3.4.2.2, 
respectivamente). La relación entre las poblaciones de lactobacilos y enterobacterias se 
calculó al final del ensayo (t60), utilizando la ecuación: 
Balance de microflora intestinal= [Nent – Nlac]     (19) 
donde: 
Nent: log UFC de enterobacterias/g heces 
Nlac: log UFC de lactobacilos/g heces. 
3.4.3 DETERMINACIONES SOBRE EL CIEGO Y CONTENIDO CECAL 
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Luego del sacrificio, el ciego de cada animal fue retirado y pesado (V-350, 
ACCULAB, EE.UU.), y se realizó una pequeña incisión para registrar peso y pH del 
contenido cecal, utilizando un pHmetro digital portátil (HANNA HI-98103, EE.UU.). 
3.4.3.1 Determinación de AGCC en contenido cecal 
Muestras obtenidas del contenido cecal de cada animal fueron pesadas y 
recolectadas en tubos de centrifuga plásticos con tapa a rosca y se les adicionó ácido 
fosfórico en una relación 1:4 (p/v) para ser luego almacenadas en ultrafreezer a -80ºC 
hasta su uso. Posteriormente, las muestras fueron desproteinizadas con metanol (0,8:1 
v/p), se centrifugaron a 9000 rpm durante 10 minutos a 5ºC, se filtraron a través de 
membrana de nylon de 0,45 µm de poro (MSI, EE.UU.) y finalmente se agregó estándar 
interno y metanol en relación 5:1:4 (v/v/v) para analizar las muestras por cromatografía 
gaseosa utilizando un detector FID, según metodología validada propuesta por Jouany 
(1982). Para tal fin, se utilizó un cromatógrafo Shimadzu (Modelo GC-17A, Kioto, 
Japón), una columna Stabilwax-DA de 30 m x 0,32 mm DI (Restek, EE.UU.). Como 
estándar se empleó una mezcla de AGCC Supelco (Fluka, EE.UU.) y como estándar 
interno una solución de ácido 2-etil butírico al 0,001% (Fluka, EE.UU.). 
3.4.4 DETERMINACIONES RELACIONADAS CON EL METABOLISMO 
LIPÍDICO 
Para analizar el contenido de colesterol total (CT) y triglicéridos (TG) en suero, se 
obtuvieron muestras de sangre proveniente de la aorta abdominal las cuales fueron 
centrifugadas a 3000 xg durante 20 minutos a 4ºC para separar el suero. Las muestras de 
suero de cada animal así obtenidas fueron conservadas a -80ºC hasta su uso. 
Se analizó el contenido de CT y TG en 10 µL de suero según método enzimático, 
utilizando kit comercial de Wiener Lab, Argentina: Colestat Enzimático y TG Color 
GPO/PAP AA, respectivamente. Los resultados de CT y TG en sueron se expresaron en 
mg dL-1 de suero. 
3.4.5 DETERMINACIONES RELACIONADAS AL METABOLISMO ÓSEO Y 
MINERAL 
3.4.5.1 Absorción aparente de Ca y contenido de P 
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La concentración de Ca de la dieta, heces y huesos fue determinada mediante 
espectofotómetro de absorción atómica (AAnalyst 400, Perkin Elmer, Argentina). Las 
muestras de heces y dietas se mineralizaron utilizando Bombas Parr (Sapp y Davidson, 
1991). Se añadió cloruro de lantano en solución final 6500 mg/mL para eliminar 
interferencias. El contenido de P en huesos se determinó por el método de Gomori 
(1942), utilizando reactivo molibdato-sulfúrico (2:1:1, molibdato de sodio 5%-ácido 
sulfúrico 10 N-agua destilada) para el desarrollo de color y realizando su lectura en 
espectrofómetro a 640 nm entre los 45-90 minutos. 
Para calcular el porcentaje de absorción aparente de Ca (%AbsA), se registró la 
ingesta de alimento y se recolectaron las heces de cada animal de cada grupo durante los 
últimos 3 días del ensayo. El %AbsA se calculó utilizando la siguiente ecuación: 
%AbsA Ca= [(ICa – CaF) / (ICa)] x 100      (20) 
donde: 
ICa: ingesta de Ca 
CaF: Ca excretado en las heces. 
3.4.5.2 Contenido y densidad mineral ósea 
Una vez sacrificados los animales (t60), se realizaron densitometrías siguiendo la 
técnica de Zeni y col. (2002). Se utilizó un escáner total corporal por absorciometría 
dual de rayos X (DXA) provisto de un software diseñado específicamente para 
pequeños animales (DPX Alpha Small Animal Software, Lunar Radiación Corp. 
Madison WI). Todas las ratas fueron escaneadas utilizando el mismo procedimiento de 
digitalización. El coeficiente de variación (CV) fue 0,9% para la densidad mineral ósea 
(DMO) del esqueleto total y 3,0% para contenido mineral óseo (CMO). El CV DMO 
fue 2,2% para el fémur. Para reducir al mínimo las variaciones del observador todos los 
análisis se llevaron a cabo por el mismo técnico. 
3.4.5.3 Estudio de la composición ósea en el fémur derecho 
Los fémures se limpiaron de tejido blando adherente, se secaron a 100ºC durante 
72 h, y se extrajo la grasa por inmersión durante 15 días en una mezcla 
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cloroformo:metanol (3:1 v/v), la que se renovó cada tres días. Por último, los huesos se 
secaron durante 48 h a 100ºC, fueron pesados en balanza analítica (TP-214, Denver 
Instrument, EE.UU.) y se realizó la determinación de cenizas a 700ºC hasta color blanco 
y cristalino. A partir de entonces, se disolvieron en HCl concentrado y se diluyeron para 
el análisis de Ca y P. Los contenidos de Ca y P fueron calculados como el contenido 
total y el porcentaje en el tejido seco libre de grasa, y además se calculó la relación 
Ca/P. 
3.4.6 Determinación del volumen óseo trabecular 
Una sección longitudinal de 8 a 10 µm de espesor del hueso subcondral femoral se 
obtuvo a nivel del tercio medio, incluyendo la sustancia esponjosa primaria y 
secundaria. La muestra obtenida se tiñó utilizando hematoxilina-eosina y fue 
microfotografiada (Axioshop, Carl Zeiss) para llevar a cabo el cálculo del % del 
volumen óseo (%VO) en el área central del hueso metafisario que se muestra en la 
imagen digitalizada (Parfitt, 1987). 
3.4.7 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Todos los ensayos se realizaron al menos por triplicado de muestra (con 
excepción de algunos ensayos donde el número de replicas fue mayor), obteniéndose la 
media y DE como medida de dispersión de cada grupo de experimentación 
(n=10/grupo). Los datos fueron analizados estadísticamente por un análisis de varianza 
(ANOVA), seguido por una prueba de LSD Fisher a un nivel de significancia de α=0,05 
utilizando el programa Infostat (Versión 2011, Argentina). 
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3.5 APLICACIÓN DE UN INGREDIENTE CON 
COMPONENTES PREBIÓTICOS AL DISEÑO DE UN 
ALIMENTO FUNCIONAL 
El enriquecimiento de alimentos con compuestos bioactivos, ya sea en la forma de 
preparados aislados o mediante la incorporación de ingredientes ricos en tales 
compuestos, es una práctica cada vez más frecuente en los laboratorios de desarrollo de 
nuevos productos en la industria alimentaria. En concordancia con esta tendencia y 
atendiendo al último objetivo del presente trabajo de tesis, se llevó a cabo la elaboración 
de un producto apto para celíacos. Para ello, se propuso la elaboración de magdalenas 
de chocolate con distintas proporciones de harina de semilla de zapallo con el objetivo 
de elaborar un producto alimenticio que, con respecto a la formulación tradicional a 
base de harina de trigo y/o almidones de distintas fuentes, aporte mayor contenido en 
fibra, y que además contenga componentes bioactivos con acción prebiótica. Por otro 
lado, el producto propuesto está destinado tanto al consumidor regular como a aquellos 
con intolerancia a las proteínas formadoras de gluten. 
3.5.1 ELABORACIÓN Y FORMULACIÓN DE MAGDALENAS DE 
CHOCOLATE LIBRES DE PROTEÍNAS FORMADORAS DE GLUTEN 
La harina de semillas de zapallo fue seleccionada como ingrediente, debido al 
auge que se registra actualmente en el consumo de semillas, lo que facilita su 
disponibilidad en el mercado. Además, la molienda de las semillas al grado de harina, 
aumenta la biodisponibilidad de sus nutrientes y permite su incorporación en productos 
basados en masas horneadas como el propuesto. Las semillas de zapallo poseen alto 
valor nutricional, algunos de sus componentes favorecen el buen funcionamiento de 
nuestro organismo. Así, su alto contenido de vitaminas (principalmente vitamina E y del 
complejo B), sus ácidos grasos insaturados y su aporte de minerales y fitoesteroles, 
hacen de estas semillas, un alimento de alto valor nutricional. En general, las semillas 
de zapallo se consumen descascaradas (pepitas) ya sean crudas o tostadas, solas o 
mezcladas con cereales, por lo que la presente propuesta de utilizar harina obtenida de 
la molienda de estas semillas, resulta una vía novedosa de consumirlas en un producto  
libre de proteínas formadoras de gluten, de alto valor nutricional (Martínez y col., 2008; 
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Rezig y col., 2012; Armijo, 2012) y que además aporta componentes bioactivos del tipo 
α-galactósidos con acción prebiótica. 
Utilizando como base de la preparación una premezcla para panadería libre de 
gluten comercial (KAPAC, Argentina), se formularon dos preparaciones para 
magdalenas, en las que se reemplazó dicha premezcla por 10% y 20% de harina de 
semillas de zapallo, respectivamente, además de un ensayo control elaborado sólo con 
premezcla. La Tabla 4 muestra la composición de las tres formulaciones realizadas. La 
mezcla de los ingredientes se realizó utilizando los primeros 10 minutos del programa 
de amasado de un horno de pan (HP4030E, ATMA, China). Posteriormente, la masa fue 
colocada en pirotines de papel y se hornearon a 190ºC durante 10 minutos en horno 
eléctrico convector (DELI-4, Moretti, Argentina). Luego del horneado, se dejaron 
enfriar a temperatura ambiente y se envasaron en bolsa de plástico apta para alimentos 
sellada térmicamente hasta su requerimiento. 
3.5.2 CARACTERIZACIÓN FISICOQUÍMICA 
3.5.2.1 Composición centesimal 
Muestras de cada una de las formulaciones de magdalenas elaboradas, fueron 
secadas en estufa (SR5070, FAC, Argentina) para luego llevar a cabo el análisis 
composicional. Los resultados de las diferentes determinaciones fueron expresados en 
g/100g de producto seco. 
3.5.2.2 Peso, Volumen y Volumen específico 
TABLA 4 
Ingredientes de las diferentes formulaciones de magdalenas de chocolate (g/100g) 
Ingredientes Control Z-10% Z-20% 
Premezcla sabor chocolate libre de gluten1 100 90 80 
Harina de semillas de zapallo 0 10 20 
Agua (mL) 50 50 50 
Esencia de vainilla sin T.A.C.C. (Castillo) (mL) 1 1 1 
1INGREDIENTES: Azúcar impalpable, almidón de maíz, harina de arroz, leche entera en polvo, cacao en 
polvo, huevo entero en polvo, agente de batido (INS 471, INS 477, proteínas lácteas, sólidos de glucosa), 
sal. Agentes leudantes: INS 500ii, INS 541i. Espesante: INS 412. Aroatizante: vainillina. 
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Las magdalenas fueron pesadas en balanza analítica (ALC-210.4, ACCULAB, 
EE.UU.) y el volumen de las mismas se determinó mediante desplazamiento de semillas 
de colza. Finalmente, se calculó el volumen específico expresado en mL/g. 
3.5.2.3 Color:CIELab 
El color de la corteza y de la miga de las magdalenas se determinó utilizando un 
colorímetro triestímulo (CR-400, Konica Minolta, Japón), configurado con iluminante 
D65 y ángulo de observación de 10º. Para cada formulación, las determinaciones de 
color, tanto de la miga como de la corteza, fueron llevadas a cabo en tres muestras 
independientes y por triplicado. Los resultados se expresaron como parámetro de escala 
CIELab*, donde L* corresponde a [luminosidad: 0=negro, 100=blanco]; a* [verde(-), 
enrojecimiento(+)]; y b* [azulado(-), amarillento(+)]. 
3.5.2.4 Análisis de imagen digital de la estructura 
Imágenes digitales de la corteza y miga de cada muestra de magdalena, fueron 
obtenidas con Lupa estereoscópica (ST60 series, Stereo Microscope, China) con 20 
aumentos (20x). Las respectivas imágenes fueron analizadas utilizando software Toup 
Tek ToupView, versión 3.7. 
3.5.3 EVALUACIÓN SENSORIAL 
Un grupo de 20 consumidores celíacos participaron de la evaluación sensorial de 
tres formulaciones de magdalenas de chocolate libres de gluten. Para dicha evaluación 
se utilizó la escala hedónica no estructurada de nueve puntos (1=me disgusta mucho y 
9=me gusta mucho) para evaluar: color de la miga, sabor, esponjosidad, textura, y 
aceptabilidad general. Además fueron consultados respecto a si aceptarían o no comprar 
dicho producto. 
Las tres muestras de magdalenas codificadas fueron presentadas a los 
consumidores al azar y se les suministró agua para enjuague bucal entre cada muestra. 
Previo a los ensayos sensoriales, se presentaron a los consumidores participantes las 
pautas para llevar a cabo cada evaluación, con el fin de unificar criterios y minimizar los 
errores asociados a este tipo de análisis. 
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3.5.4 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Los resultados expermientales se realizaron al menos por triplicado de muestra, 
obteniéndose la media y DE. 
Para comparar los resultados de las cinco variables de la evaluación sensorial, se 
realizó el test de Friedman (datos apareados) para detectar diferencias en la opinión de 
los degustadores dentro de cada formulación con el Software InfoStat. 
 
Capítulo 4 
 
Resultados y Discusión
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4.1 CARACTERIZACIÓN DE LAS MUESTRAS 
4.1.1 COMPOSICIÓN CENTESIMAL DE LAS HARINAS 
Los resultados del análisis de composición centesimal de las harinas de semillas 
de lupino, zapallo y trigo sarraceno utilizadas, se presentan a continuación en la Tabla 
5. Estos valores permitieron caracterizar las muestras objeto del presente trabajo, 
teniendo en cuenta que dichos valores dependen no sólo de la especie, variedad, 
cultivar, etc., sino también de prácticas poscosecha, factores agroecológicos, 
condiciones y tiempo de almacenamiento, entre otras (Frías y col., 1994a; Frías y col. 
1996; Muzquiz y col., 1999; Martínez-Villaluenga, Frías y Vidal-Valverde, 2006). 
TABLA 5 
Composición química* 
 Lupino 
(Lupinus albus) 
Zapallo 
(Cucurbita maxima) 
Trigo Sarraceno 
(Fagopyrum esculentum) 
Grasa 
(IUPAC 1992) 
11,25 ± 0,51 40,16 ± 0,07 2,74 ± 0,08 
Cenizas 
(AOCS 1998) 
3,56 ± 0,02 3,63 ± 0,03 2,45 ± 0,08 
Proteínas 
(AOAC 1990) 
39,08 ± 0,17 28,72 ± 0,04 12,94 ± 0,00 
FDT 
(AOAC 991.43) 
24,19 ± 0,25 25,69 ± 0,71 7,40 ± 0,25 
Soluble 1,14 ± 0,41 2,06 ± 0,08 0,95 ± 0,04 
Insoluble 23,05 ± 0,66 23,63 ± 0,62 6,45 ± 0,55 
Carbohidratos 
(Por diferencia) 
21,92 ± 0,53 1,80 ± 0,04 74,47 ± 1,88 
*Todos los resultados están expresados en g/100 g base seca ± DE (n= 3). 
4.1.1.1 Lupino (Lupinus albus) 
Las leguminosas constituyen, junto con los cereales, las principales fuentes 
vegetales proteicas disponibles para la alimentación humana (Kohajdov, Karovičov y 
Schmidt, 2011). Del análisis realizado, pudo observarse que las proteínas representaron 
el componente más abundante de la harina de lupino (39,08%). El lupino generalmente 
contiene el doble de contenido proteico en comparación a otras leguminosas de 
consumo humano (Kohajdov, Karovičov y Schmidt, 2011). Las variaciones en sus 
contenidos suelen deberse principalmente a la especie y condiciones de cultivos. Se ha 
encontrado que las globulinas son las principales proteínas presentes en semillas de 
lupino (80% a 90%), y que además las mismas presentan un perfil de aminoácidos 
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esenciales nutricionalmente importantes (Drakos, Doxastakis y Kiosseoglou, 2007), 
siendo ricas en lisina y deficientes en aminoácidos que contienen azufre, como 
metionina y cisteína (Martínez-Villaluenga y col., 2006; Gulewicz y col., 2008). Por 
otro lado, las leguminosas son fuentes ricas de fibra dietaria y carbohidratos asimilables 
(Rochfort y Panozzo, 2007), hecho que quedó de manifiesto en los valores obtenidos 
para estos componentes en la harina de lupino (24,19% y 21,92%, respectivamente). Del 
total de fibra alimentaria, la fracción insoluble resultó ser mayoritaria (95,28%). En este 
punto hay que considerar que una de las limitaciones del método enzimático 
gravimétrico utilizado en este caso  para evaluar el contenido de fibra alimentaria 
(AOAC 991.43), es que no incluye los oligosacáridos no digeribles (3 ≤ n ≤ 9) en la 
fracción soluble, ya que permanecen solubilizados en el filtrado luego del agregado de 
etanol. Así, los α-galactósidos no son considerados al estimar dicha fracción, por lo que 
su cuantificación debe ser realizada separadamente mediante métodos cromatográficos. 
Finalmente, los componentes minoritarios resultaron ser el contenido de grasas 
(11,25%) y cenizas (3,56%).  
El lupino se presenta como una leguminosa ampliamente utilizada en varias 
formulaciones alimentarias (Xu y Mohamed, 2003; Xu y col., 2006; Xu, Mohamed y 
Sessa, 2008). Un gran número de investigaciones han estudiado el uso del lupino en 
distintas proporciones en productos elaborados a base de cereales, entre ellos: tortas, 
panqueques, galletas, bollos (Tronc, 1999), espaguetis (Rayas-Duarte, Mock y Satterlee, 
1996), pastas rellenas (Lampart-Szczapa y col., 1997), y panes (Dervas y col., 1999; 
Papavergou, Bloukas y Doxastakis, 1999). El lupino no contiene proteínas formadoras 
de gluten, razón por la cual se han utilizado también como ingrediente en el diseño de 
alimentos libres de gluten (Scarafoni, Ronchi y Duranti, 2009). Sin embargo, se han 
documentado evidencias de reacciones alérgicas al lupino en alrededor de un 30% en 
individuos que, en particular, poseen alergias al maní (Magni y col., 2005). Además, se 
ha descripto la presencia de sustancias antinutricionales en las semillas de lupino, entre 
las que se incluyen ciertos alcaloides del grupo de la quinolizidina, tales como lupinina, 
lupanina, lupinidina, entre otros. Si bien su presencia resulta un factor limitante para el 
consumo del lupino, se han propuesto diversas estrategias que permiten disminuir los 
niveles de los mismos en productos derivados como harinas (Gulewicz y col., 2000; 
Muzquiz y col., 1994). 
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4.1.1.2 Zapallo (Cucurbita maxima) 
Las semillas de zapallo suelen consumirse como tales, dado su alto valor nutritivo. 
El análisis centesimal reveló que, de las tres especies de semillas utilizadas en este 
estudio, éstas resultaron ser la fuente más rica de grasas y FDT (25,69%), con un 
contenido de proteínas que superó al correspondiente del trigo sarraceno, aunque menor 
que el del lupino (28,72%). Por otro lado, el contenido de carbohidratos asimilables 
resultó ser el más bajo de las tres semillas analizadas. Finalmente, vale agregar que las 
semillas de zapallo son aptas para ser consumidas por personas intolerantes a proteínas 
formadoras de gluten (Escobar y col., 2012). 
En estudios realiazados con aceites extraídos de semillas de diferentes cultivares 
de zapallo, se encontraron altos contenidos de vitamina E y de esteroles vegetales, 
siendo los ácidos grasos mayoritarios los poliinsaturados tipo omega 3 (linoleico) y 
omega 6 (linoleico), así como también omega 9 (oleico), palmítico y esteárico (Nyam y 
col., 2009; Stevenson y col., 2007; Armijo, 2012). Presentan además, un aporte proteico 
de un 24%, aproximadamente y aportan principalmente, potasio, zinc y hierro (Armijo, 
2012). Este tipo de semillas suelen consumirse por su aporte de aceite y contenido 
proteico como suplemento alimentario en países de África y Brasil (Naves y col., 2010). 
En Uruguay, se destina a la producción de aceite vegetal (Escobar y col., 2012). En 
Grecia, se consumen habitualmente tostadas y con agregado de sal (Lazos, Tsaknis y 
Bante, 1995). En Austria se extrae el aceite para elaborar aderezos para ensaladas 
debido a su aporte de aroma, color y sabor característicos (El-Adawy y Taha, 2001). 
Pongjanta y col. (2006), han estudiado el uso de harina de semillas de zapallo como 
ingrediente para desarrollar cinco productos de panadería típicos de Tailandia, entre 
ellos: pan de sándwich, pan dulce, dos tipos de tortas y galletas. Otros autores (Kulkarni 
y Joshi, 2013), han trabajado en la elaboración de un producto tipo galleta con mayor 
contenido de carotenos por medio de la sustitución de harina de trigo por harina de 
semillas de zapallo en distintas proporciones. 
Desde el punto de vista nutricional, la harina de semillas de zapallo podría resultar 
interesante para su utilización como ingrediente alimentario, con un uso potencial en 
productos panificados que le conferiría a éstos el aporte de macronutrientes como 
proteínas, FDT y ácidos grasos, como así también componentes bioactivos. 
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4.1.1.3 Trigo Sarraceno (Fagopyrum esculentum) 
Botánicamente, el trigo sarraceno no es un cereal, ya que no pertenece a la familia 
de las gramíneas sino a la de las poligonáceas. Sin embargo, dadas la composición y la 
forma de uso de sus granos, se lo considera un pseudoceral. El trigo sarraceno posee un 
grano rico en hidratos de carbono, siendo además una fuente importante de proteínas, en 
cuyo contenido se destaca la presencia de aminoácidos esenciales como la lisina 
(aminoácido deficiente en cereales tradicionales) (Steadman y col., 2001). 
El análisis centesimal evidenció que la semilla de trigo sarraceno resultó con el 
mayor aporte de carbohidratos asimilables (74,5%) de las tres especies estudiadas, y 
concomitantemente con el menor contenido de FDT (7,4%) y de lípidos (2,8%). Otra 
característica de este grano, es la ausencia de proteínas formadoras de gluten, siendo sus 
principales proteínas las globulinas y las albúminas (De Francischi, Salgado y Da Costa, 
1994), por lo cual resulta apto para su consumo por personas celíacas. 
Entre los granos comestibles, es el único que posee vitamina P o rutina, 
encontrándose 6,5 mg/100 g en su harina, además de extraerse de hojas y flores de la 
planta. Este flavonoide es sumamente beneficioso para el organismo, habiendo sido 
utilizado en terapias alternativas para el tratamiento de vasos sanguíneos débiles, ciertas 
hemorragias e hipertensión. Además contiene vitaminas de un alto valor biológico 
superiores a las del arroz integral (B1, B2, B3 y E); a su vez aporta fosfolípidos, ácidos 
grasos omega 6, y ciertos minerales (como magnesio, potasio, hierro, fósforo, calcio, 
sodio, azufre, cloro, yodo y manganeso) (Napoli, 1994). 
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El trigo sarraceno suele consumirse en forma de harina, a través de la molienda 
del grano. Ongini y col. (1997) elaboraron galletitas libres de gluten con distintas 
proporciones de harina de trigo sarraceno y fécula de maíz, conluyendo que a medida 
que se incorpora mayor contenido de harina de trigo sarraceno en las formulaciones, 
disminuía el contenido total de carbohidratos, aumentaba el contenido proteico y 
disminuye el valor calórico total de los productos resultantes. Otros autores, (Nocentini 
y col., 1999) estudiaron la utilización de trigo sarraceno como ingrediente para la 
elaboración de croquetas y las compararon con un control elaborado con 100% granos 
de arroz, concluyendo que las croquetas con agregado de trigo sarraceno presentaron 
mayor contenido de carbohidratos, proteínas, grasas y principalmente de fibra dietaria, 
con respecto a la croqueta de arroz. 
El trigo sarraceno se puede cultivar de manera sencilla y se adapta efectivamente a 
las zonas agrícolas de Argentina, y su producción se ajusta perfectamente al sistema de 
siembra directa (Napoli, 1994). La tecnología necesaria para su siembra y cosecha es la 
misma que para el trigo tradicional y por el momento no se encuentran problemas 
fitosanitarias ni plagas que afecten gravemente a este cultivo. Por su atractivo valor 
nutricional, la utilización de este pseudocereal en la industria de panificación resulta un 
proyecto a desarrollar muy atractivo. 
4.1.2 CONCLUSIONES PARCIALES 
Del análisis de composición centesimal de las tres especies de semillas utilizadas 
en el presente estudio, pudo observarse que cada especie se caracterizó por aportar un 
macronutriente en particular en mayor proporción de. Así, el lupino resultó rico en 
proteínas, el zapallo en lípidos y el trigo sarraceno en carbohidratos asimilables, 
resultando las dos primeras especies, además, buenas fuentes de fibra alimentaria. A 
pesar de las diferencias relativas en los niveles proteicos encontrados para cada una, 
éstos pueden considerarse relativamente altos para el caso de alimentos de origen 
vegetal. Además, y en base a estudios publicados, puede afirmarse que el balance 
aminoacídico en todos los casos es superior al encontrado en otras semillas de consumo 
masivo, como los cereales, y que la fracción proteica no incluye proteínas formadoras 
de gluten. Un importante sector de la población sufre de celiaquía. Actualmente la 
oferta de alimentos libres de proteínas formadoras de gluten se encuentra en crecimiento 
y posee un costo superior a los alimentos convencionales. El desarrollo de productos a 
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base de harina de lupino, harina de semillas de zapallo y/o harina de trigo sarraceno, 
aumentaría la gama de alimentos disponibles para este segmento de la población, los 
que producidos a gran escala, podrían tener costos razonables dentro de los alimentos 
libres de T.A.C.C. 
 
CAPÍTULO 4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN. Obtención y análisis de α-galactósidos 
	 99	
4.2 OBTENCIÓN Y ANÁLISIS DE α-GALACTÓSIDOS 
4.2.1 IDENTIFICACIÓN DE AZÚCARES MEDIANTE CROMATOGRAFÍA EN 
CAPA FINA 
Los componentes de la familia de α-galactósidos y CBPM presentes en los 
extractos obtenidos de semillas de lupino, zapallo y trigo sarraceno, fueron identificados 
utilizando TLC. La Figura 13 muestra un cromatograma representativo obtenido para 
dichos extractos, junto con los estándares de azúcares utilizados. Pudieron detectarse en 
todos los extractos sacarosa, rafinosa y estaquiosa. Además, fue visible en las tres 
muestras un cuarto componente de menor Rf, indicando la presencia de un compuesto 
de mayor peso molecular que la estaquiosa. Dadas las condiciones cromatográficas 
empleadas y las características similares de las bandas obtenidas, este cuarto 
componente podría corresponder al oligosacárido verbascosa, miembro inmediato 
superior a la estaquiosa dentro de la familia homóloga de α-galactósidos y cuya 
identidad puede ser confirmada mediante HPLC. 
 
Figura 13. Cromatograma en capa fina de los extractos de semillas de lupino (L), 
zapallo (Z) y trigo sarraceno (TS) junto a estándares de sacarosa, rafinosa y estaquiosa. 
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4.2.2 IDENTIFICACIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE AZÚCARES MEDIANTE 
CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE ALTA RESOLUCIÓN 
La identificación y cuantificación de los azúcares  extraídos de semillas de lupino, 
zapallo y trigo sarraceno, se llevaron a cabo mediante análisis por HPLC. 
Para ello, se empleó un detector de índice de refracción y una columna de sílica 
modificada con grupos amino, aplicada usualmente en una modalidad cromatográfica 
conocida como cromatografía de interacción hidrofílica. Se trata de una variante de la 
cromatografía de fase normal, en la que al aumentar la proporción de agua en la fase 
móvil, dismimuye el tiempo de retención de los analitos eluidos. Esta modalidad 
presenta ventajas para retener compuestos muy polares que son difíciles de separar en 
fase reversa, como es el caso de los azúcares. 
Los análisis cromatográficos, permitieron la identificación en todas las muestras 
analizadas de siete carbohidratos mediante la comparación de sus tiempos de retención 
con los de sus respectivos patrones. De esta manera, pudieron determinarse: fructosa y 
galactosa (monosacáridos), sacarosa (disacárido) y los α-galactósidos rafinosa 
(trisacárido), estaquiosa (tetrasacárido) y verbascosa (pentasacárido). 
En las corridas cromatográficas se emplearon dos fases móviles de acuerdo a la 
naturaleza de los azúcares a separar. En el caso del análisis de monosacáridos, se utilizó 
una fase acetonitrilo:agua 75:25, mientras que para la separación de disacáridos y α-
galactósidos dicha proporción se modificó a 60:40. De esta manera, la primer fase móvil 
de menor polaridad que la segunda, permitió aumentar los tiempos de retención de los 
monosacáridos a valores que brindaron a una resolución óptima de los picos 
cromatográficos correspondientes. Por otro lado, la mayor polaridad de la fase móvil 
con menor proporción de acetonitrilo, mejoró la eficiencia y la resolución de los picos 
correspondientes a sacarosa y α-galactósidos. 
Los cromatogramas obtenidos correspondientes a los extractos de las tres semillas 
se muestran en la Figura 14. Como era de esperar, se pudo observar que los compuestos 
de mayor peso molecular resultaron más retenidos. Los diferentes azúcares identificados 
fueron cuantificados y los valores resultantes para cada muestra se presentan en la 
Tabla 6, expresados como mg/g de harina desgrasada en base seca. 
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Figura 14. Cromatogramas correspondientes a los monosacáridos eluídos con 
acetonitrilo:agua 75:25 (izquierda) y de sacarosa y α-galactósidos eluídos con 
acetonitrilo:agua 60:40 (derecha) de extractos de semillas de lupino, zapallo y trigo 
sarraceno: (1) Fructosa; (2) Galactosa; (3) Sacarosa; (4) Rafinosa; (5) Estaquiosa ; (6) 
Verbascosa. 
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En el caso del lupino, la sacarosa y estaquiosa se presentaron como los principales 
azúcares extraídos, representando el 38,5% y 37,3% del total, respectivamente, seguidos 
por la rafinosa (14%) y verbascosa (5,1%). Los azúcares presentes en menores 
cantidades fueron la galactosa y fructosa, con proporciones de 2,3% y 2,8%, 
respectivamente. Así, del total de azúcares extraídos, los α-galactósidos representaron el 
56,4% (Tabla 6). El contenido de α-galactósidos presentes en las semillas de lupino se 
encuentran dentro del rango de valores medios publicados para diferentes variedades de 
lupino (Muzquiz y col., 1999; Martínez-Villaluenga, Frías y Vidal-Valverde, 2006). 
En el caso de los extractos de azúcares de harina de semillas de zapallo, la 
sacarosa se presentó como el principal componente (45,7%), seguida por la rafinosa y 
estaquiosa que se encontraron en propociones del 19,4% y 18,7%, respectivamente.  
Los azúcares presentes en menores concentraciones fueron la galactosa, con un 9,4% y 
la verbascosa y fructosa, ambas con un 3,5%, respectivamente del total determinado. 
Así, en esta semilla, los α-galactósidos representaron el 41,4% del total de azúcares 
determinados (Tabla 6). La composición de carbohidratos encontrada en este estudio 
para el extracto de harina de semillas de zapallo resultó similar a la publicada por Kuo, 
VanMiddlesworth y Wolf (1988) para la misma especie, con la diferencia que éstos 
autores no detectaron la presencia de verbascosa en el perfil de azúcares obtenido. 
Al analizar los valores obtenidos en la cuantificación de cada uno de los 
carbohidratos extraídos de harina de trigo sarraceno, se comprobó que del total de 
carbohidratos solubles, la sacarosa representó el 41,2%, mientras que la proporción de 
rafinosa resultó menor (30,8%), seguida por la galactosa, estaquiosa y fructosa con 
niveles del 10,3%, 6,8% y 6,7%, respectivamente. Finalmente la verbascosa representó 
el azúcar presente en menor proporción (4,2%). De esta manera, los α-galactósidos 
totales, se encontraron en una proporción del 41,9% del total de los azúcares solubles 
(Tabla 6). 
En resumen, pudo observarse que la sacarosa resultó ser el componente 
mayoritario presente en los extractos de azúcares obtenidos a partir de las tres especies 
de semillas. Este resultado responde al importante rol fisiológico que cumple la sacarosa 
en semillas, al actuar como estabilizador de los componentes celulares de la misma 
frente a situaciones de estrés medioambiental, como en el caso de pérdida de agua de los 
tejidos. Sin embargo, esta función sólo puede ser llevada a cabo en presencia de 
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oligosacáridos como los de la familia de la rafinosa, que inhiben la cristalización de este 
disacárido, generando un estado viscoso en el que resultan impedidas reacciones de 
deterioro en estos tejidos secos (Bernal-Lugo y Leopold, 1992; Goyoaga, 2005). 
TABLA 6 
Contenido de azúcares (mg/g harina desgrasada) en extractos de semillas* 
 Lupino 
(Lupinus albus) 
Zapallo 
(Cucurbita maxima) 
Trigo Sarraceno 
(Fagopyrum esculentum) 
Rafinosa 0,9 ± 0,01 0,84 ± 0,02 2,91 ± 0,02 
Estaquiosa 2,4 ± 0,02 0,81 ± 0,02 0,64 ± 0,00 
Verbascosa 0,33 ± 0,01 0,15 ± 0,02 0,39 ± 0,03 
α-GOS Totales 3,63 ± 0,01 1,80 ± 0,02 3,95 ± 0,01 
Sacarosa 2,48 ± 0,03 1,99 ± 0,03 3,89 ± 0,03 
Fructosa 0,18 ± 0,07 0,15 ± 0,14 0,63 ± 0,06 
Galactosa 0,15 ± 0,01 0,41 ± 0,07 0,97 ± 0,00 
Carbohidratos Totales 6,44 ± 0,57 4,35 ± 0,10 9,44 ± 0,26 
*Valores medios ± DE (n=3). 
Como en todo estudio en el que se desee analizar extratos naturales, es necesario 
en primer lugar, seleccionar un procedimiento de extracción adecuado, y en la mayoría 
de los casos, de purificación, para eliminar posibles interferencias en las 
determinaciones posteriores. Uno de los solventes de elección para extraer azúcares de 
distintas matrices vegetales en numerosos estudios es el etanol acuoso al 80% (Frías y 
col., 1994b; Johansen, Glitse, y Knudsen, 1996; Kwasnick y col., 1996; Vidal-Valverde, 
Frías, y Valverde, 1993), si bien se ha informado que, en ciertos casos, esta extracción 
puede resultar incompleta (Saini, 1988). Kim, Kim y Hwang (2003), optimizaron el 
proceso de extracción modificando la polaridad del solvente, utilizando etanol al 10% a 
50ºC y purificando posteriormente el extracto por ultrafiltración. En otras ocasiones, en 
las que se utilizó únicamente agua como solvente, fue confirmada la coextracción de α-
galactosidasas endógenas, encargadas de hidrolizar los oligosacáridos en el momento de 
la germinación (Kennedy, Mwandemele y McWhirter, 1985; Saini, 1988; Goyoaga, 
2005). En el caso particular de legumbres, se han llevado a cabo varias investigaciones 
cuyo objetivo principal fue obtener harinas aptas para el consumo. En dichos estudios, 
las condiciones experimentales de la extracción se seleccionaron con el único propósito 
de lograr una matriz con baja concentración de compuestos antinutricionales 
productores de flatulencias, como lo son los oligosacáridos de la familia de la rafinosa. 
De esta manera, los procesos de extracción y purificación de éstos oligosacáridos, como 
posibles sustancias con aplicación prebiótica, no fueron aborados en estos casos (Tosh y 
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Yada, 2010; Martínez-Villaluenga y col., 2004; Muzquiz y col., 1999; Frías y col., 
2000; Sanz y col. 2001). 
La técnica de HPLC es una herramienta analítica muy utilizada para la 
determinación de mono-, di- y oligosacáridos presentes en extractos de especies de 
origen vegetal, debido a que bajo determinadas condiciones experimentales (fase móvil, 
fase estacionaria, temperatura, detector, etc.), es posible conseguir una separación 
safactoria de los mismos, así como su identificación y cuantificación, con una alta 
precisión y sensibilidad. 
En relación a los métodos cromatográficos en los que se utilizaron columnas 
basadas en sílica modificada con grupos amino, la elución de los carbohidratos se ha 
realizado, en algunas ocasiones, con una única fase móvil de acetonitrilo/agua 
(Kotiguda, Peterbauer y Mulimani, 2006). En el presente estudio, se aplicó el 
procedimiento de Granito y col. (2002), en el que se emplearon dos fases móviles 
diferentes. Por un lado, se hizo una corrida con acetonitrilo:agua, 75:25, la que permitió 
la separación de los monosacáridos con una resolución adecuada para su cuantificación, 
mientras que por otro lado se hizo una corrida con acetonitrilo:agua, 60:40, que fue apta 
para separar y cuantificar sacarosa y los α-galactósidos (rafinosa, estaquiosa y 
verbascosa) presentes en los extractos. Esta estrategia experimental fue adoptada en 
vista de la inconveniencia de utilizar una única corrida con elución en gradiente, dada la 
limitación inherente al detector de índice de refracción en éstos casos. 
4.2.3 CONCLUSIONES PARCIALES 
Finalmente, podemos concluir que en las tres especies vegetales propuestas para 
la obtención de compuestos bioactivos con posible actividad prebiótica, fueron 
encontradas en distintas concentraciones, oligosacáridos de la familia de la rafinosa. El 
lupino y el trigo sarraceno, fueron las especies vegetales más ricas en estos α-
galactósidos, seguidas por el zapallo. El método de aislamiento y purificación de α-
galactósidos presentado, resultó ser un método simple que además permitió la obtención 
rápida de α-galactósidos para las siguientes pruebas como sustrato prebiótico (ensayos 
in vitro) y para otras pruebas nutricionales con animales (ensayos in vivo) presentados a 
continuación. Además, podría servir de base para la producción de α-galactósidos a 
mayor escala. En el presente trabajo, se propone un método de extracción sencillo y 
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efectivo que utiliza solventes aptos para uso alimenticio, económicos, abundantes y no 
contaminantes. 
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4.3 EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD PREBIÓTICA in 
vitro 
Para evaluar la actividad prebiótica de los materiales obtenidos, se realizó un 
ensayo in vitro utilizando el microorganismo probiótico Lactobacillus paracasei 
(Clerici-Sacco, Italia) y microorganismos entéricos obtenidos del cepario del laboratorio 
de Inmunoquímica y Biotecnología del Departamento de Sanidad Animal y Medicina 
Preventiva, Centro de Investigación Veterinaria de Tandil (FCV, UNICEN). 
4.3.1 CRECIMIENTO DE Lactobacillus paracasei EN MEDIOS CON 
DIFERENTES FUENTES DE CARBONO 
4.3.1.1 DO600, pH y acidez titulable 
En la Tabla 7 se presentan los resultados obtenidos luego de 24 h de incubación 
de la cepa probiótica L. paracasei en medios de cultivo conteniendo los distintos 
carbohidratos como fuente de carbono. Si bien la composición del medio MRS basal 
resultó suficiente para promover el crecimiento y la formación de colonias, se consideró 
un crecimiento positivo de la cepa probiótica sólo en el caso que los carbohidratos 
fueran utilizados para su metabolismo y el ácido producido como subproducto de su 
fermentación, causara un cambio neto de color del indicador presente en el medio (de 
púrpura a amarillo). 
TABLA 7 
Parámetros asociados al crecimiento de Lactobacillus paracasei en medios con distintas fuentes de 
carbono* 
Fuente de carbono ΔDO6001 Δ%AT2 ΔpH3 Crecimiento4 
Sin carbohidrato 0,481 ± 0,01a 0,10 ± 0,01a -0,51 ± 0,06a [-] 
Rafinosa 3,095 ± 0,05c 0,65 ± 0,03b -2,82 ± 0,10bc [+] 
Inulina GR 5,650 ± 0,11d 1,35 ± 0,12c -3,17 ± 0,17c [+] 
Glucosa 5,930 ± 0,18d 1,49 ± 0,05c -3,05 ± 0,15c [+] 
α-GOSL 2,180 ± 0,09b 0,52 ± 0,09b -2,66 ± 0,12b [+] 
α-GOSZ 2,330 ± 0,11b 0,55 ± 0,12b -2,46 ± 0,14b [+] 
α-GOSTS 2,530 ± 0,05b 0,73 ± 0,11b -2,71 ± 0,10b [+] 
*Valores medios ± DE (n=3) (p<0,05). 
1Variación de densidad óptica (DO24h-DO0h). 
2Variación de acidez titulable (%AT24h-%AT0h). 
3Variación de pH (pH24h-pH0h). 
4Cambio de color en el agar MRS basal con respectivo carbohidrato, de púrpura a amarillo, significó 
fermentación del carbohidrato presente por Lactobacillus paracasei con producción de ácido. Se 
consideró (+) si las colonias estaban rodeados por una zona amarilla y (-) si no se observó cambio de 
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color del medio sólido. 
α-GOSL= α-galactósidos extraídos de harina de lupino. 
α-GOSZ= α-galactósidos extraídos de harina de zapallo. 
α-GOSTS= α-galactósidos extraídos de harina de trigo sarraceno. 
De todos los medios ensayados, el MRS basal presentó la mínima ΔDO600 en 24 h 
de incubación (0,481), indicando que este medio es el que promovió en menor medida 
el desarrollo de la cepa probiótica (p<0,05). Este resultado quedó confirmado luego de 
analizar los valores obtenidos para Δ%AL y ΔpH luego de 24 h de incubación de L. 
paracasei en MRS basal. Además, no se produjo un cambio de color en el medio sólido 
en este caso, indicando que el desarrollo limitado de la cepa fue consecuencia de la 
ausencia de fuente de carbono en el mismo, sin la posibilidad de ocurrencia de 
fermentación alguna (Crecimiento [-]). Así, el MRS basal fue considerado un control 
negativo de fermentación del microorganismo probiótico utilizado en los ensayos. 
Por otro lado, y como era de esperar, de todos los medios ensayados, el MRS 
suplementado con el carbohidrato de referencia, glucosa, como fuente de carbono 
condujo a las máximas variaciones de DO600, %AL y pH luego de 24 h de incubación, 
con producción de ácido y viraje neto de color del medio sólido (p<0,05). Por este 
motivo, es que dicho medio fue considerado como control positivo de crecimiento de L. 
paracasei. 
Los medios MRS suplementados con inulina GR y rafinosa, respectivamente, 
fueron utilizados para comparar los resultados obtenidos con los correspondientes a los 
extractos suplementados con α-GOS provenientes de las tres fuentes vegetales en 
estudio. Tanto la inulina GR (GPn=10) como la rafinosa (trisacárido) fueron utilizados 
como sustratos fermentables por la cepa L. paracasei, tal como quedó de manifiesto por 
los valores de ΔDO600, Δ%AL y ΔpH obtenidos en el caso de los cultivos realizados en 
los medios que contenían estos carbohidratos como fuente de carbono, respectivamente 
(Tabla 7). Dichos valores resultaron, además, comparables a los obtenidos para el 
ensayo control positivo (MRS glucosa). Varios autores han encontrado resultados que 
están en concordancia con los hallados en el presente estudio. Rubel y col. (2014) 
concluyeron que la inulina comercial de achicoria (GPn=10) puede ser utilizada como 
sustrato por parte del microorganismo Lactobacillus paracasei. También Huebner, 
Wehling y Hutkins (2007) demostraron que las inulinas obtenidas de otras fuentes 
vegetales (achicoria y dalia) fueron utilizadas por cepas probióticas, tales como L. 
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paracasei 1195, L. plantarum 4008, L. plantarum 12006, L. acidophilus NCFM, L. 
acidophilus 33200, B. breve 15698, B. infantis 17930, B. adolescentes 15706, B. longus 
15708. En contraste, Rossi y col. (2005) observaron que el crecimiento de 55 tipos de 
bifidobacterias resultó limitado cuando el medios de cultivo fue suplementado con 
inulina, dado que sólo el 14% del total de bifidobacterias estudiadas fueron capaces de 
crecer en inulina, mientras que sí mostraron crecimientos significativamente mayores 
(p>0,05) en medios suplementados con glucosa. Esta diferencia en el comportamiento 
de un prebiótico frente a una cepa probiótica, se debe a que la utilización de sustratos 
prebióticos de diferentes longitudes de cadenas por parte de bacterias probióticas, 
requiere de sistemas de hidrólisis y de transporte específicos para cada compuesto en 
particular (Kaplan y Hutkins, 2003; Gopal, Sullivan y Smart, 2001; Rabiu y col., 2001; 
Rossi y col. (2005). Otros autores, Hernandez-Hernandez y col. (2012), también 
evidenciaron en su estudio que existe una relación directa entre la fuente de carbono 
presente y el desarrollo y crecimiento de cada tipo de cepa probiótica. El estudio 
consistió en evaluar el crecimiento de 6 bacterias probióticas pertenecientes al género 
Lactobacillus (L. bulgaricus ATCC7517, L. casei ATCC11578, L. delbrueckii 
subespecie lactis ATCC4797, L. plantarum ATCC8014, L. plantarum WCFS1, y L. 
sakei 23K) con diferentes carbohidratos prebióticos (tales como lactulosa, 
galactooligosacáridos sintetizados a partir de lactosa y a partir de lactulosa) presentes en 
el medio en estudio, en comparación al obtenido utilizando glucosa como fuente de 
carbono. 
Por otra parte, del análisis de los datos de la Tabla 7, se puede observar que los 
medios adicionados con α-GOSL, α-GOSZ y α-GOSTS, respectivamente, condujeron a 
valores de ΔDO600 sin diferencias significativas entre los mismos, luego de 24 h de 
incubación de L. paracasei (p<0,05). La produción de ácido como subproducto de la 
fermentación de los correspondentes carbohidratos, ocasionó un descenso del pH del 
medio y viraje neto de color en los respectivos medios sólidos, indicando que el 
microorganismo probiótico en estudio fue capaz de utilizar dichos sustratos para su 
crecimiento y desarrollo. Fueron entonces considerados como Crecimiento [+] de 
fermentación. 
La Figura 15 muestra la disminución del pH de los distintos caldos de cultivo en 
función del tiempo de incubación del microorganismo probiótico. 
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Figura 15. Curvas de pH en los distintos medios durante 24 horas de incubación de 
Lactobacillus paracasei en anaerobiosis a 37ºC. El valor representado resultó del 
promedio de tres determinaciones independientes. Para mayor claridad, no se muestran 
las barras de error (p<0,05). 
Se observó que el pH del medio MRS basal no varió prácticamente a lo largo de 
todo el período de incubación estudiado (24 h), exhibiendo la mínima caída de pH, 
mientras que los medios con glucosa, rafinosa e inulina GR mostraron, respectivamente,  
los mayores descensos de este valor (p<0,05). En todos los medios suplementados con 
carbohidratos, el pH se mantuvo prácticamente constante en las primeras horas y 
particularmente puede observarse que el descenso del pH MRS inulina GR, tuvo un 
comportamiento gradual durante las 24 horas de incubación, y el MRS rafinosa tuvo un 
descenso marcado a partir de las 6 horas de incubación, en comparación a los demás 
carbohidratos utilizados. Considerando los medios adicionados con α-GOSL, α-GOSZ y 
α-GOSTS, todos presentaron perfiles de descenso de pH similares al del medio MRS 
glucosa, y a pesar que el medio MRS inulina GR mostró una disminución gradual en el 
tiempo, todos consiguieron bajar el pH a un valor final comparable (p<0,05). Esta 
diferencia en la velocidad de fermentación entre la glucosa e inulina fue también puesta 
en evidencia por López-Molina y col. (2005). El pH del medio disminuye como 
consecuencia de la producción de ácido proveniente de la fermentación de los 
carbohidratos por parte del probiótico L. paracasei. En apoyo a estas evidencias, 
Sullivan y Nord (2002) concluyeron que un descenso progresivo del pH del medio de 
cultivo, indica que el carbohidrato puede ser fermentado por las bacterias probióticas en 
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estudio, dando como resultado la producción de ácido láctico. Otros autores, Rossi y 
col. (2005) concluyeron que cuanto menor sea el pH final, mayor es la DO600, aunque 
este comportamiento no pueda ser considerado una correlación lineal (Sullivan y Nord, 
2002). 
4.3.1.2 Recuento en placa 
El crecimiento de L. paracasei en los medios de cultivo conteniendo, 
respectivamente: glucosa, inulina GR, rafinosa, α-GOSL, α-GOSZ, y α-GOSTS (1% 
p/v, en todos los casos) fue monitoreado durante 24 h mediante recuentos en placa (log 
UFC mL-1). De la misma manera se procedió utilizando medio sin carbohidrato 
fermentable, es decir, MRS basal. Considerando que un carbohidrato determinado posee 
actividad prebiótica cuando el mismo es metabolizado por la cepa probiótica en el 
mismo grado, o en grado similar a la glucosa (Huebner, Wehling y Hutkins, 2007), la 
misma fue incluida en este estudio como ensayo control. Asimismo, para analizar el 
efecto de los distintos carbohidratos en estudio sobre el desarrollo del microorganismo 
probiótico, se incluyó un ensayo en MRS basal, sin fuente de carbono. La Figura 16 
muestra las curvas de crecimiento de la cepa en medio MRS basal y MRS 
suplementado, en cada caso, con glucosa, rafinosa, inulina GR, α-GOSL, α-GOSZ y α-
GOSTS. Pudo observarse que en todos los medios conteniendo los diferentes 
carbohidratos analizados, los recuentos finales (24 h) resultaron sin diferencias 
significativas con respecto al obtenido en medio con glucosa (Tabla 8) (p<0,05). 
Además, la curva de crecimiento obtenida en medio MRS sin carbohidrato fermentable, 
mostró disminuciones significativas en los recuentos a partir de las 6 h de cultivo, en 
relación al resto de los ensayos (p<0,05). En particular, el análisis estadístico de los 
valores de recuentos a las 24 h de crecimiento en todos los medios, permitió detectar 
una diferencia significativamente mayor en el medio MRS conteniendo α-GOSTS, 
respecto al obtenido en medio con rafinosa como único carbohidrato fermentable 
(p<0,05).
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TABLA 8 
Densidad celular (log UFC mL-1) a tiempo 24 h* de L. paracasei 
en medios con distintas fuentes de carbono 
Fuente de carbono Lactobacillus paracasei 
Sin carbohidrato 9,44 ± 0,07a 
10,54 ± 0,09b 
11,04 ± 0,93bc 
11,22 ± 0,48bc 
11,30 ± 0,40bc 
11,57 ± 0,43bc 
12,07 ± 0,85c 
Rafinosa 
Inulina GR 
Glucosa 
α-GOSL 
α-GOSZ 
α-GOSTS 
*Valores medios ± el DE (n=3). 
Préstamo y col. (2003), publicaron los resultados de un estudio en el que un grupo 
de ratas fueron alimentadas con trigo sarraceno durante un período de 30 días con el 
objetivo de evaluar sus posibles propiedades prebióticas. Estos autores observaron tanto 
una disminución significativa en patógenos como una selectividad por el desarrollo de 
lactobacilos y bifidobacterias (Lactobacillus plantarum, Bifidobacterium spp., 
Bifidobacterium lactis) en la flora intestinal de estos animales, en comparación con 
aquellos alimentados con dieta control. Por otro lado, estudios in vitro llevados a cabo 
por Bustamante y col. (2006), demostraron que el crecimiento de bacterias ácido 
lácticas (Lactobacillus rhamnosus ATCC 9595-M, L. johnsonii C4, L. acidophillus 
ATCC 4356, L. sporogenes y Streptococcus thermophillus FYE-41) fue similar en 
inulina y rafinosa, pero menor que en glucosa, en ensayos que utilizaron dichos 
carbohidratos como fuente de carbono en medios de cultivo para bifidobacterias 
(p<0,05). 
El análisis de los perfiles correspondientes a las curvas de crecimiento de un 
microorganismo dado sometido a diferentes condiciones de cultivo, permite visualizar 
el grado de adaptación que el mismo alcanza durante su desarrollo bajo dichas 
condiciones. De esta manera, a partir de los resultados obtenidos (Figura 16) se puede 
afirmar que, durante las primeras 6 h de cultivo, L. paracasei  exhibió un grado de 
adaptación similar en todos los medios ensayados, incluyendo el medio MRS basal sin 
fuente de carbono.  
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A partir de entonces, el perfil de crecimiento exponencial del microorganismo en 
el medio basal quedó diferenciado del resto de los perfiles obtenidos con medios 
conteniendo los diferentes carbohidratos, con valores de recuentos significativamente 
menores a los tiempos de cultivo analizados (p<0,05). Estos resultados también 
permiteron  demostrar que el probiótico exhibió una adaptación similar tanto en los dos 
medios que incluyeron los prebióticos comerciales rafinosa e inulina GR, como en los 
tres medios conteniendo los carbohidratos α-GOSL, α-GOSZ y α-GOSTS, 
respectivamente. Puede considerarse además, que durante las primeras 6 horas de 
incubación, los monosacárisos presentes en los medios conteniendo los carbohidratos 
extraídos de las tres especies de semillas, fueron totalmente fermentados, dando lugar a 
partir de entonces a la degradación de carbohidratos de mayor peso molecular, entre los 
que se encuentran los oligosacáridos de la familia de la rafinosa. Así, considerando que 
L. paracasei metabolizó estos oligosacáridos en grado comparable a la glucosa, quedó 
en evidencia que los mismos exhibieron actividad prebiótica in vitro frente al citado 
microorganismo. 
 
Figura 16. Crecimiento de Lactobacillus paracasei en los distintos medios 
durante 24 horas de incubación en anaerobiosis a 37ºC. El valor representado resultó del 
promedio de tres determinaciones independientes. Para mayor claridad, no se muestran 
las barras de error (p<0,05). 
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4.3.1.3 Tasa de crecimiento relativo 
En la Figura 17 se grafican los valores resultantes calculados para la tasa de 
crecimiento de L. paracasei a las 24 h de incubación en los medios conteniendo los 
diferentes carbohidratos de estudio, en relación al exhibido frente a glucosa, bajo las 
mismas condiciones experimentales detalladas anteriormente. 
Figura 17. Tasa de crecimiento de Lactobacillus paracasei relativa a la glucosa 
en los distintos medios durante 24 horas de incubación en anaerobiosis a 37ºC. 
Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05). 
El análisis de la Figura 17 permitió establecer que los α-GOS extraídos de 
semillas de lupino, zapallo y trigo sarraceno, así como la inulina GR (GPn=10) y la 
rafinosa, fueron utilizados por el probiótico L. paracasei con una eficiencia similar o 
superior a la glucosa a las 24 h de crecimiento. Además, pudo determinarse que el 
crecimiento del microorganismo, relativo al del medio con glucosa, resultó similar en 
los tres medios conteniendo α-GOSL, α-GOSZ y α-GOSTS, respectivamente, durante 
todo el período de incubación (p<0,05). Por otro lado, los menores valores obtenidos 
para este parámetro correspondieron al medio suplementado con rafinosa (p<0,05). Este 
hecho podría atribuirse a una menor fermentabilidad de este carbohidrato por parte del 
L. paracasei. Se ha sugerido que el crecimiento y la viabilidad de los cultivos 
probióticos en presencia de un sustrato prebiótico depende tanto de la cepa probiótica 
considerada como del grado de polimerización del prebiótico (Makras, Van Acker y De 
Vuyst, 2005). 
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4.3.2 CRECIEMIENTO DE LA MEZCLA ENTÉRICA EN MEDIOS CON 
DIFERENTES FUENTES DE CARBONO 
Otra propiedad característica para que un carbohidrato sea considerado prebiótico, 
es que debe ser selectivamente fermentado por microorganismos beneficiosos y no por 
flora patógena (Huebner, Wehling y Hutkins, 2007). Con el fin de determinar si los 
carbohidratos extraídos de las semillas empleadas en el presente estudio cumplían con 
esta condición, se evaluó el desarrollo conjunto de tres bacterias enteropatogénicas en 
sendos medios de cultivo conteniendo los diferentes carbohidratos ensayados 
previamente para L. paracasei. Para tal fin se utilizó una mezcla entérica compuesta, en 
partes iguales, por E. coli O157:H7, E. coli O91:H21 y E. coli O171:H2. 
4.3.2.1 Recuento en placa de enterobacterias 
Los incrementos en las densidades celulares (UFC mL-1) de L. paracasei y de la 
mezcla entérica después de 24 h de crecimiento en medios de cultivo conteniendo, 
respectivamente, los diferentes carbohidratos, se presentan a continuación en la Tabla 
9. Se observó que el crecimiento de la mezcla entérica en medio sin carbohidrato 
fermentable (medio mínimo M9), no presentó diferencias significativas con los valores 
respectivos alcanzados en los medios conteniendo los diferentes carbohidratos en 
estudio, pero si con el medio suplementado con glucosa como fuente de carbono 
fermentable  (p<0,05). Estos resultados permitieron establecer que los α-GOSL, α-
GOSZ, α-GOSTS, así como la rafinosa e inulina GR comercial, fueron selectivamente 
utilizados como fuente de carbono por la cepa probiótica y no por la mezcla entérica, 
confirmando así que dichos carbohidratos exhibieron la selectividad requerida para un 
sustrato prebiótico frente a una cepa benéfica versus a un microorganismo comensal. 
TABLA 9 
Densidad celular (log UFC mL-1) a tiempo 0 y 24 h* de microorganismos desarrollados en medios con distintas 
fuentes de carbono 
Fuente de carbono Mezcla entérica Lactobacillus paracasei 
0 h 24 h Diferencia 0 h 24 h Diferencia 
Sin carbohidrato 6,07 ± 0,02 7,81 ± 0,30 1,74a 6,45 ± 0,19 9,44 ± 0,07 2,99a 
Rafinosa 7,36 ± 0,04 8,73 ± 0,01 1,37a 6,51 ± 0,05 10,54 ± 0,09 4,03b 
Inulina GR 7,13 ± 0,03 8,52 ± 0,05 1,39a 6,91 ± 0,09 11,04 ± 0,93 4,13bc 
Glucosa 7,24 ± 0,01 9,62 ± 0,16 2,38b 6,93 ± 0,10 11,22 ± 0,48 4,29bc 
α-GOSL 7,33 ± 0,09 8,75 ± 0,03 1,42a 6,65 ± 0,27 11,30 ± 0,40 4,65b 
α-GOSZ 7,35 ± 0,01 8,85 ± 0,03 1,50a 6,49 ± 0,07 11,57 ± 0,43 5,08b 
α-GOSTS 7,62 ± 0,03 8,91 ± 0,02 1,29a 6,80 ± 0,09 12,07 ± 0,85 5,27bc 
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*Valores medios ± el DE (n=3). 
Medias con letra en común dentro de la misma columna no son significativamente diferentes (p<0,05). 
4.3.2.2 Cálculo del score de actividad prebiótica 
A partir de los valores de densidad celular obtenidos para los microorganismos  
cuando se cultivaron en los distintos medios analizados, se calculó el SAP propuesto 
por Huebner, Wehling y Hutkins (2007). El mismo representa la diferencia entre el 
crecimiento relativo del probiótico a las 24 h en sustrato prebiótico y en glucosa,  
respectivamente, en relación al crecimiento relativo de un tipo o de una mezcla de 
microorganismos patógenos a las 24 h en sustrato prebiótico y glucosa, 
respectivamente. A mayor valor de score obtenido, mayor crecimiento relativo de la 
cepa probiótica en comparación al crecimiento relativo de la mezcla entérica. Esto 
indica un mayor uso y selectividad de los prebióticos en estudio en relación a la 
glucosa, por parte del microorganismo probiótico; y/o uso limitado del prebiótico en 
relación a la glucosa, por parte del microorganismo patógeno. Los valores de SAP 
calculados a partir de los datos de la Tabla 9, utilizando la ecuación 18 se presentan en 
la Figura 18. En la misma, se pudo observar que los α-GOS extraídos de las tres fuentes 
vegetales resultaron tener un SAP positivo, al igual que la rafinosa y el prebiótico 
comercial inulina GR. El mayor SAP obtenido correspondió a los α-GOSTS (0,69 ± 
0,05), seguido por los calculados para α-GOSZ (0,55 ± 0,03), α-GOSL (0,49 ± 0,02), 
inulina GR (0,38 ± 0,05) y rafinosa (0,37 ± 0,05). En cuanto al medio M9, (medio basal 
de la mezcla entérica), el SAP resultó negativo (-0,02 ± 0,01). En este caso, la cepa 
probiótica demostró un crecimiento menor en medio sin fuente de carbono en 
comparación al obtenido en medio con glucosa. Conjuntamente, la mezcla entérica 
demostró un crecimiento menor en medio MRS basal en comparación al obtenido en 
medio con glucosa. Los valores de SAP obtenidos en este estudio, indicaron un uso 
selectivo de los α-GOSL, α-GOSZ y α-GOSTS, por parte de L. paracasei con respecto a 
las cepas patógenas. 
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Figura 18. Score de actividad prebiótica. Se presenta el promedio ± DE (n=3). Medias 
con una misma letra no son significativamente diferentes (p<0,05). 
4.3.3 CONCLUSIONES PARCIALES 
Como cierre de la presente sección, en la que se presentan los resultados de 
ensayos in vitro llevados a cabo con una cepa prebiótica de L. paracasei, puede 
concluirse que las diferencias significativas observadas en los perfiles de crecimiento de 
la misma en medios conteniendo carbohidratos extraídos de semillas de trigo sarraceno, 
zapallo y lupino, respectivamente, así como los valores de SAP resultantes en cada 
caso, permiten considerar a las mismas como potenciales fuentes de compuestos con 
actividad prebiótica útiles para el desarrollo de nuevos alimentos. Tales formulaciones 
podrían  promover modificaciones de la microbiota intestinal, conduciendo finalmente a 
efectos positivos para la salud humana. Asimismo, dichos resultados contribuyen al 
conocimiento general de las interacciones prebiótico-probiótico. Cabe señalar que éstos 
ensayos in vitro, tal como se manifestó oportunamente, constituyen una etapa preliminar 
para la preselección de sustratos como potenciales compuestos prebióticos. La etapa 
posterior incluye ensayos in vivo con animales de laboratorio, tal como los que se 
presentarán en la siguiente sección. 
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4.4 EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD PREBIÓTICA in 
vivo CON ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN 
4.4.1 EFECTO DEL CONSUMO DE LAS DIETAS EN LA GANANCIA DE 
PESO 
Como se mencionó anteriormente, las dietas administradas a los animales de los 
grupos control (GC) y lupino (GL), fueron formuladas para garantizar un aporte similar 
de lípidos, proteínas, carbohidratos y micronutrientes con diferentes valores de FDT 
(5% de celulosa y 10% de FDT proveniente de harina de lupino, respectivamente). En la 
Tabla 10 se presentan los valores obtenidos de ingesta total, ingesta diaria, peso inicial, 
peso final y ganancia de peso de los animales, correspondientes al ensayo realizado 
durante 60 días. En relación a la ingesta total y diaria, se observaron diferencias 
significativas entre los valores de dichos parámetros para ambos lotes de ratas, 
resultando menores para el GL, lo que se reflejó en una menor ganancia de peso de las 
ratas de este grupo (p<0,0001, p<0,00001 y p<0,0001, respectivamente). Los animales 
alimentados con harina de lupino registraron una disminución en la ingesta total de 
alimento del 38,1% en comparación a los animales alimentados con dieta de celulosa 
(GC) (p<0,0001). Esta diferencia puede ser atribuida por un lado, al sabor amargo de la 
harina de lupino (Martínez-Villaluenga, Frías y Vidal-Valverde, 2005), como también al 
mayor contenido de fibra dietaria en la dieta que la contiene, en relación a la dieta 
control. Varios estudios han establecido que los alimentos ricos en fibra generan un 
mayor grado de saciedad, en comparación a los alimentos pobres en este componente. 
Así, en un estudio, Paturi y col. (2012) observaron que la ingesta de alimento en grupos 
de ratas de la raza Sprague-Dawley alimentadas con dietas conteniendo como única 
fuente de fibra, inulina (7,5g/100g dieta) y fibra de papa (7,5g/100g dieta), 
respectivamente, resultó en cada caso, aproximadamente 10% menor a la ingesta de 
animales alimentados con una dieta con celulosa como única fuente de fibra (7,5g/100g 
dieta). Los autores del citado estudio sugirieron que las dietas suplementadas con fibras 
solubles producen en los animales un mayor grado de saciedad que la dieta con 
celulosa, lo que conduce a menores ingestas en los primeros casos. Esto resulta 
comprensible considerando que la inulina está compuesta de carbohidratos 
fermentables, al igual que la fibra proveniente de la papa (que incluye pectinas y 
hemicelulosas), mientras que la celulosa es de baja fermentabilidad y estimula el 
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vaciado gástrico. Préstamo y col. (2003), en su estudio llevado a cabo con ratas de la 
cepa Wistar Hannover alimentadas durante un período de 30 días con trigo sarraceno 
cocido, observaron una disminución significativa en la ingesta diaria de dieta en 
comparación a un grupo control (p≤0,05). Si bien las dietas no presentaban diferencias 
significativas en sus contenidos de minerales esenciales para su crecimiento (sodio, 
hierro, potasio, magnesio, calcio y zinc), los autores postularon que la disminución de 
ganancia de peso registrada podría ser atribuida a la diferencia en el contenido proteico 
de ambas dietas, ya que los animales control recibieron dieta conteniendo 17g de 
proteínas por cada 100g de dieta, mientras que el grupo experimental fue alimentado 
con dieta basada únicamente en trigo sarraceno cocido con un 13% de contenido 
proteico total. 
TABLA 10 
Ingesta Total, Ingesta Diaria, Peso Inicial, Peso Final y Ganancia de Peso, durante los 60 días de 
alimentación para grupo control y grupo lupino* 
Dietas Ingesta Total 
(g/60 días) 
Ingesta Diaria 
(g/día) 
Peso Inicial 
(g) 
Peso Final 
(g) 
Ganancia de Peso 
(g/60 días) 
Control 933,62 ± 16,87b 16,15 ± 0,40b 44,08 ± 0,87a 261,63 ± 13,16b 215,78 ± 11,32b 
Lupino 577,47 ± 18,65a 8,34 ± 0,44a 44,98 ± 1,07a 128,79 ± 10,74a 100,32 ± 10,59a 
p valor <0,0001 <0,00001 0,5223 <0,0001 <0,0001 
*Valores medios ± el DE (n=10 por grupo). Medias con letra en común no son significativamente 
diferentes (p<0,05). 
4.4.2 DETERMINACIONES RELACIONADAS CON EL BALANCE 
INTESTINAL DE LOS ANIMALES 
Como se mencionó anteriormente, uno de los criterios para la clasificación de un 
ingrediente alimentario como prebiótico, es su capacidad para ser fermentado por la 
microbiota intestinal y su capacidad para estimular selectivamente el crecimiento y/o 
actividad de bacterias intestinales asociadas con la salud y el bienestar (Gibson y col., 
2004). En cuanto a la microbiota intestinal, los recuentos de enterobacterias y 
lactobacilos obtenidos en los ensayos para ambos grupos de animales, se presentan en la 
Tabla 11. La población de enterobacterias fue seleccionada como un indicador de la 
flora patógena, mientras que la población de lactobacilos se consideró como indicador 
de la flora beneficiosa. La relación entre las dos poblaciones se utilizó para indicar el 
balance intestinal de las ratas (Castillo y col., 2006). Los recuentos de ambas 
poblaciones se determinaron en las heces recolectadas a diferentes tiempos del ensayo 
(1, 20, 45 y 60 días). 
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TABLA 11 
Poblaciones bacterianas en heces de ratas machos Wistar de GC y GL a distintos tiempos (log UFC g-1)* 
 Dieta 
Control Lupino 
Enterobacterias 
Día 1 8,03 ± 0,26b 3,42 ± 0,29a 
Día 20 8,74 ± 0,17b 3,65 ± 0,15a 
Día 45 9,06 ± 0,23b 3,96 ± 0,17a 
Día 60 9,44 ± 0,26b 3,98 ± 0,25a 
Lactobacilos 
Día 1 8,78 ± 0,37a 9,14 ± 0,12a 
Día 20 8,52 ± 0,10a 9,02 ± 0,10b 
Día 45 8,51 ± 0,15a 9,31 ± 0,11b 
Día 60 8,55 ± 0,13a 9,54 ± 0,10b 
Balance intestinal** 
Día 60 -0,89 ± 0,44a 5,56 ± 0,41b 
*Valores medios ± el DE (n=10 por grupo). Medias con letra en común en la misma fila no son 
significativamente diferentes (p<0,05). 
**Relación entre las poblaciones de lactobacilos y enterobacterias. 
Se observaron cambios en la población microbiana para ambos grupos de 
animales, dentro de los 60 días del período de alimentación. Así, se registraron 
simultáneamente, una disminución en los recuentos de enterobacterias y un aumento en 
los recuentos de lactobacilos (log CFU g-1) significativos en las heces de los animales 
GL, en comparación con los pertenecientes al GC (p<0,0001). Estos cambios 
condujeron a un aumento significativo del valor de balance intestinal de animales GL en 
comparación a los del GC, a los 60 días de alimentación (p<0,0001). Estos resultados 
permitirieron considerar que los α-GOS provenientes de la harina de lupino, presentes 
en la dieta de las ratas del GL, estimularon un crecimiento selectivo de la flora 
beneficiosa y, al mismo tiempo, provocaron una inhibición o retardo en el crecimiento 
de la flora patógena en el intestino de estos animales. Estos resultados están de acuerdo 
con los obtenidos previamente para los valores de SAP calculados mediante parámetros 
de crecimiento del probiótico L. paracasei y de una mezcla de cepas de E. coli 
patogénicas, en ensayos in vitro en el cual se utilizaron los α-GOS provenientes de la 
harina de lupino. Por otro lado, Shoaf y col. (2006), presentaron un estudio realizado en 
humanos, en el que evaluaron el consumo de Oligomate-50 (un producto comercial que 
posee 52% de GOS en su composición) y su efecto en la flora intestinal, analizada en 
materia fecal. Estos autores, propusieron que la manipulación de la flora intestinal 
ocasionada por el consumo de oligosacáridos prebióticos y la posterior inhibición de 
microorganismos patógenos entéricos en el TGI, generalmente están mediadas por uno 
o dos mecanismos. En primer lugar, el metabolismo de los oligosacáridos, por parte de 
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lactobacilos y bifidobacterias, produce ácidos orgánicos y otros agentes antagonistas 
que actúan como agentes inhibidores de muchos patógenos entéricos. En segundo lugar, 
los oligosacáridos prebióticos proporcionan ventajas selectivas dentro del TGI, 
altamente competitivas para microorganismos que poseen la capacidad metabólica de 
utilizarlos como sustrato frente a aquellos que no lo hacen. Por otro lado, Bielecka y 
col. (2002), estudiaron el efecto del consumo de oligosacáridos no digeribles en el 
balance de microflora intestinal en heces de ratas de la cepa Wistar. Con ese propósito, 
alimentaron 5 grupos de ratas (n=10) durante 4 semanas con dieta control (conteniendo 
celulosa) y dietas conteniendo un 10% de formulaciones comerciales de los siguientes 
oligosacáridos no digeribles: fructooligosacáridos, lactulosa, dextrinas y almidones 
resistentes, respectivamente. Los resultados obtendidos por estos autores incluyeron 
aumentos significativos en el número de bifidobacterias en el caso de animales 
alimentados con todas las dietas suplementadas con oligosacáridos no digeribles, con 
respecto a aquellos que consumieron dieta control. Además, si bien los recuentos de 
enterobacterias obtenidos en las heces de ratas que consumieron estas dietas mostraron 
diferencias significativas entre los distintos grupos, todos ellos resultaron 
significativamente menores en comparación a los registrados en animales alimentados 
con dieta control (p<0,001). 
4.4.3 DETERMINACIONES SOBRE EL CIEGO, CONTENIDO CECAL Y PESO 
DE HECES 
En la Tabla 12 se muestran los valores correspondientes a peso del ciego vacío, 
peso del ciego vacío relativo al peso corporal, peso de heces relativo al peso corporal y 
pH del contenido cecal, obtenidos para ambos grupos de animales, GL y GC, luego de 
60 días de alimentación, respectivamente. Estos resultados indicaron que no se 
produjeron cambios significativos del peso del ciego entre las ratas del GC y las del GL. 
Sin embargo, al relacionar el peso del ciego con el peso corporal correspondiente, el 
valor obtenido para las ratas del GL experimentaron un aumento significativo en 
comparación a las del GC (p=0,0002). Al mismo tiempo, se pudo verificar que el valor 
obtenido para el peso de las heces relativo al peso corporal resultó menor en el caso de 
los animales del GL que en los del GC (p<0,0001). Así, estos valores demostraron que 
el peso del ciego relativo al peso corporal, guardó una relación directa con el contenido 
de FS presente en la dieta de los animales, mientras que el peso de heces relativo al peso 
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corporal del animal, mantuvo una relación inversa con dicho parámetro. La fibra 
dietética afecta a la función intestinal por el efecto de aumento de volumen (aumento 
del peso y volumen fecal), mejora la consistencia de las heces, disminuyendo el tiempo 
de tránsito y ocasionando un aumento en la frecuencia de deposiciones, facilitando así la 
defecación y previendo el malestar en estómago e intestino (Van Loo y col., 1999; 
Thebaudin y col., 1997; Paturi y col., 2012). La fibra fermentable y soluble en agua, se 
ha asociado con un aumento de la masa bacteriana y frecuencia de las deposiciones, 
mientras que la fibra no fermentable e insoluble, se ha relacionado principalmente al 
efecto de aumento de volumen de las heces (Zuleta y Araya, 2009; Brownlee, 2011). 
Los resultados obtenidos en el presente trabajo son coherentes con dichas  afirmaciones, 
al observarse que las ratas alimentadas con dietas que contienían α-GOS (fibra 
fermentable), provenientes de la harina de lupino, presentaron mayor peso del ciego 
relativo al peso corporal y una menor excreción de heces relativo al peso corporal en 
comparación con las ratas alimentadas con dietas suplementadas con celulosa (fibra 
insoluble (FI)). El menor contenido de heces excretadas por animales alimentados con 
harina de lupino estaría relacionado con el mayor contenido de fibra fermentable en su 
dieta, provocando que las heces sean degradadas por las bacterias del colon, resultando 
así en una menor masa en comparación con los animales que ingirieron dieta control 
con celulosa. 
Además, la dieta a base de harina de lupino ejerció una disminución significativa 
del pH del contenido cecal de las ratas en comparación a las alimentadas con dieta 
control (5,27 vs. 7,42) (p<0,0001). Este descenso del pH del contenido cecal puede ser 
consecuencia de la fermentación de los α-GOS provenientes de la harina de lupino, por 
parte de la microflora intestinal beneficiosa, al utilizarlos como sustrato energético. 
Estos resultados son consistentes con los obtenidos en un estudio previo llevado a 
cabo por Bielecka y col. (2002), en el que se registró un aumento en el peso del ciego 
con contenido cecal, en ratas alimentadas con dietas conteniendo oligosacáridos no 
digeribles (fructooligosacáridos, lactulosa, dextrina y almidón resistente, 
respectivamente) en comparación con un grupo control (alimentado con una dieta con 
celulosa). Por otro lado, Bruno-Barcena y Azcarate-Peligro (2015) observaron una 
disminución significativa del pH en el ciego de animales alimentados con dietas ricas en 
GOS en comparación con animales control alimentados con dieta rica en celulosa. 
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El descenso de pH cecal tiene importantes implicancias fisiológicas a nivel 
sistémico, al promover la salud intestinal mediante distintos mecanismos que incluyen 
la estimulación del crecimiento de flora intestinal beneficiosa en detrimento de flora 
patógena y el control de la absorción de metabolitos potencialmente tóxicos (Topping y 
Clifton, 2001, Paturi y col., 2012). 
TABLA 12 
Peso del ciego vacío, peso del ciego vacío relativo al PC, y pH del contenido cecal* 
Dieta Peso del  
ciego vacío 
(g) 
Peso del ciego vacío 
relativo al PC 
(g/100 g PC) 
Peso de heces  
relativo al PC 
(g/100 g de PC) 
pH del 
contenido cecal 
Control 1,19 ± 0,09a 0,41 ± 0,07a 4,81 ± 0,22b 7,42 ± 0,18a 
Lupino 1,11 ± 0,10a 0,88 ± 0,07b 1,83 ± 0,17a 5,27 ± 0,20b 
p valor 0,5567 0,0002 <0,0001 <0,0001 
*Valores medios ± el DE (n=10 por grupo). Medias con letra en común no son significativamente 
diferentes (p<0,05). 
PC= peso corporal. 
4.4.4 DETERMINACIÓN DE AGCC EN CONTENIDO CECAL 
A continuación, en la Tabla 13 se presentan los valores obtenidos de AGCC en 
contenido cecal de ambos grupos de animales, luego de 60 días de alimentación con las 
respectivas dietas. La inclusión de harina de lupino en la dieta de ratas GL, causó un 
aumento significativo en los contenidos de ácido acético, propiónico y butírico 
respectivamente, en comparación a animales alimentados con dieta control (p=0,0178, 
p<0,0001, p=0,0151, respectivamente). Los AGCC, principalmente acético, butírico y 
propiónico, en conjunto con el ácido láctico, representan los productos metabólicos 
bacterianos más importantes. Estos ácidos permiten mantener un pH del contenido cecal 
bajo que impide el crecimiento y desarrollo de bacterias potencialmente patógenas 
(Roberfroid, 2002; Hijova y Chmelarova, 2007). Particularmente, la relación entre el 
contenido de ácido acético y butírico resulta un indicador de salud intestinal. El butírico 
es metabolizado por los colonocitos aportando cerca del 70% del total de la energía 
consumida por el colon y mejorando la absorción del sodio (Wang y col., 2006). El 
propiónico es transportado al hígado y el acético pasa a circulación perisférica llegando 
al músculo esquelético y cardíaco (Sanz y col., 2004). Los AGCC generados por la 
microflora benéfica del colon, desempeñan importantes funciones a nivel local 
(intestinal) y sistémico. Se considera que éstos contribuyen a la función de barrera 
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intestinal, mejoran la absorción de minerales y modifican el metabolismo de los ácidos 
biliares y los lípidos (Sanz y col., 2004). 
TABLA 13 
Ácidos grasos de cadena corta en contenido cecal de ratas Wistar de GC y GL (µmol/g)* 
 Dieta Control Dieta Lupino p valor 
Acético 2,31 ± 1,26a 7,55 ± 1,60b 0,0178 
Propiónico 0,69 ± 0,19a 4,06 ± 1,42b <0,0001 
i-butírico 0,25 ± 0,04a 0,22 ± 0,05a 0,4680 
Butírico 0,39 ± 0,02a 1,75 ± 0,95b 0,0151 
*Valores medios ± el DE (n=10 por grupo). Medias con letra en común no son significativamente 
diferentes (p<0,05). 
4.4.5 EFECTO EN EL METABOLISMO LIPÍDICO EN SUERO 
A continuación, en la Tabla 14 se presentan los valores obtenidos de CT, 
Colesterol-HDL (Col-HDL), Colesterol no-HDL (no-HDL), y TG en suero de ambos 
grupos de animales, luego de 60 días de alimentación con las respectivas dietas. En este 
punto vale aclarar, que debido a que las ratas no poseen proteína esterificadora de 
colesterol (CETP), resulta útil evaluar tanto Col-HDL como no-HDL, para incluir 
remanentes lipoproteicos, y no únicamente valores de colesterol-LDL. Se encontraron 
diferencias significativas en los contenidos séricos de CT, Col-HDL y no-HDL, entre 
los dos grupos de animales (p=0,0180, p=0,0176, y p=0,0029, respectivamente). Así, la 
inclusión de harina de lupino en la dieta de las ratas del GL, causó disminuciones 
significativas en los respectivos niveles de CT y Col no-HDL en suero, respecto a los 
valores obtenidos para los animales alimentados con dieta control (18,7% y 38,7%, 
respectivamente), al mismo tiempo que produjo un aumento significativo en el 
contenido de Col-HDL en comparación a dicho control (43,3%). Además, los valores 
medios de TG séricos resultaron significativamente mayores en el caso de las ratas del 
GC, en comparación a las del GL (76,7%) (p=0,0433). Estos resultados están de 
acuerdo con los publicados en varios estudios. En uno de ellos, Daubioul y col. (2002) 
observaron una disminución en los contenidos séricos de CT y TG en ratas alimentadas 
con dieta suplementada con un producto comercial de inulina enriquecida en 
oligofructosa (10g/100g de dieta) respecto a animales alimentados con dieta con 
celulosa (control). En otra investigación, Adam y col. (2001), demostraron la influencia 
del consumo de harinas integrales de avena, centeno y cebada en el metabolismo 
lipídico de ratas alimentadas con estas harinas, en comparación al de un grupo control, 
alimentado con almidón de trigo. Los resultados indicaron que las harinas integrales 
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afectaban significativamente la producción de AGCC, especialmente butirato, a los que 
se les atribuyó la función de actuar como agentes eficaces en la reducción del colesterol 
sérico. Existe clara evidencia científica que permite establecer que la fermentación 
intestinal de GOS genera AGCC, los que pueden actuar en la regulación del 
metabolismo de lípidos (Li y col., 2015; Al-Sheraji y col., 2013; Hijova y Chmelarova, 
2007, Brummer, Kaviani y Tosh, 2015). 
TABLA 14 
Colesterol total (CT), colesterol-HDL (Col-HDL), colesterol no-HDL (no-HDL), y triglicéridos (TG) en 
suero de ratas Wistar de GC y GL (mg dL-1)* 
 Dieta Control Dieta Lupino p valor 
CT 93,22 ± 4,08b 75,76 ± 4,47a 0,0180 
Col-HDL 16,13 ± 4,54a 28,46 ± 6,42b 0,0176 
no-HDL 77,72 ± 2,78b 47,63 ± 14,53a 0,0029 
TG 97,87 ± 16,64b 22,84 ± 3,20a 0,0433 
*Valores medios ± el DE (n=10 por grupo). Medias con letra en común no son significativamente 
diferentes (p<0,05). 
4.4.6 EFECTO EN EL METABOLISMO DE Ca 
4.4.6.1 Absorción aparente de Ca 
En la Tabla 15 se muestran los valores para la ingesta (ICa), excreción (ECa) y % 
de absorción aparente de Ca (%AbsA) obtenidos para los animales de ambos grupos. 
Considerando la menor ingesta diaria y la consecuente menor ganancia de peso que 
experimentaron los animales alimentados con harina de lupino en comparación a los del 
GC, se pudieron observar aumentos significativos en los valores de %AbsA y en su 
retención, en comparación al GC (p=0,0001 y p<0,0001, respectivamente). La absorción 
intestinal de Ca es, como la de todos los nutrientes esenciales, una función fisiológica 
fundamental para el desarrollo normal de la masa ósea durante la niñez y adolescencia 
en humanos (Fernandez y col., 2011). Se encuentra demostrado que no es suficiente el 
incremento de la cantidad de Ca ingerido en la dieta para lograr una mayor absorción de 
Ca, ya que los excesos son eliminados mediante excreción fecal (Favus, Bushinsky y 
Lemann, 2006). Se ha demostrado en experimentos con ratas, que la absorción de Ca 
depende de la edad de los animales. Así, ratas normales alimentadas con dieta 
conteniendo niveles de Ca recomendados, alcanzaron su máximo %Abs al momento del 
destete, para  luego disminuir hasta valores más bajos alcanzados en su madurez (Pansu, 
Bellaton y Bronner, 1983). 
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En el presente estudio al tiempo inicial del ensayo, todas las ratas tenían la misma 
edad y pesos similares, y las dietas suministradas contenían la misma proporción de Ca. 
De esta manera, los resultados obtenidos podrían ser consecuencia de una fermentación 
de los α-GOS por parte de flora benéfica intestinal, que condujo a un descenso del pH 
cecal, favoreciéndose así la absorción y retención del Ca ingerido en el caso de los 
animales con dieta incluyendo harina de lupino. En el caso del GC, la mayor ICa en 
relación al GL, se encontró directamente relacionada con la mayor ingesta de dieta 
observada para los animales del primer grupo (p=0,0008). Sin embargo, los menores 
valores de %AbsA obtenidos en ratas del GC en comparación a las del GL, indicarían 
que el menor pH alcanzado en los animales GL habría contribuído a la absorción de Ca. 
Campbell y col. (1997) describieron en su trabajo que el aumento del peso del ciego 
registrado en ratas alimentadas con diferentes oligosacáridos no digeribles, lleva 
consigo un incremento del área de superficie disponible para la absorción de nutrientes. 
TABLA 15 
Ingesta diaria de Ca (ICa), Excreción fecal diaria de Ca (ECa) y % Absorción aparente de Ca (%AbsA) 
de animales alimentados con dos dietas*. 
Dietas ICa 
(mg/día) 
ECa 
(mg/día) 
%AbsA 
(%) 
Control 309,99 ± 100,60b 101,88 ± 11,53b 63,66 ± 11,61a 
Lupino 121,23 ± 16,13a 11,41 ± 4,54a 90,09 ± 4,43b 
p valor 0,0008 <0,0001 0,0001 
*Valores medios ± el DE (n=10 por grupo). Medias con letra en común no son significativamente 
diferentes (p<0,05). 
Estudios realizados por distintos investigadores, confirmaron que tanto los 
polisacáridos como los oligosacáridos pueden mejorar el estado óseo a través de su 
influencia en la absorción y retención de minerales. Entre ellos, Coudray y col. (2003), 
demostraron cómo ciertos fructooligosacáridos de cadena corta y larga mejoraron la 
absorción de Ca en ratas de la cepa Wistar. Por su parte, Zafar y col. (2004) obtuvieron 
resultados que demostraron que la combinación de prebióticos tipo inulina y FOS 
favorecía la retención de Ca en ratas alimentadas durante un período de 3 meses. 
Además del contenido de Ca de la dieta, la absorción del Ca proveniente de los 
alimentos, es también un factor crítico para determinar la disponibilidad de este mineral 
en el desarrollo y mantenimiento óseo. En este sentido, en los últimos años un gran 
número de investigaciones se han dedicado a identificar componentes alimentarios y/o 
ingredientes alimentarios funcionales que puedan influir positivamente sobre la 
CAPÍTULO 4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN. Evaluación de la actividad prebiótica in vivo con animales de experimentación 
	126	
absorción de Ca, con el fin de mejorar su biodisponibilidad en los alimentos (Kennefick 
y Cashman, 2000). En ensayos con animales, se observó un incremento de la absorción 
de Ca en un grupo de ratas que recibieron GOS por infusión (Chonan y Takahashi, 
1999). Una manera de incrementar la absorción de Ca es mediante la ingesta de 
diferentes carbohidratos no digeribles, su fermentación en el IG da lugar a la producción 
de AGCC en el ciego con la consiguiente disminución del pH del contenido cecal 
(Campbell y col., 1997). Como consecuencia de la fermentación de estos carbohidratos, 
se originan los productos ácido láctico y AGCC, principalmente propionato y acetato, y 
en menor cantidad butirato (Levrat, Rémésy y Demigné, 1991), los que en varias 
investigaciones han demostrado ejercer un aumento en la concentración de Ca soluble e 
ionizado (Levrat, Rémésy y Demigné, 1991; Lopez y col., 1998; Pérez-Conesa, 2003). 
4.4.6.2 Contenido y densidad mineral óseos 
Las medidas de la absorción de Ca pueden evidenciar cambios en el metabolismo 
del mismo a corto plazo. Para demostrar el impacto del metabolismo de este mineral a 
largo plazo, se realizaron, adicionalmente, mediciones de Ca en huesos y densitometrías 
(Weisstaub y col., 2013). Weaver y col., (2002) han propuesto en su estudio, que para 
evaluar la eficacia de alimentos funcionales que pueden intervenir en el metabolismo de 
Ca mediante mediciones de densitometría mineral ósea, el período de intervención 
debería ser significativamente mayor que el utilizado en la evaluación de los parámetros 
del metabolismo del Ca, es decir, las medidas de absorción de Ca. 
La Tabla 16 presenta los resultados de las densitometrías de ambos grupos de 
animales al final del ensayo (60 días). Pudo observarse que el contenido mineral total 
(CMT) resultó significativamente menor en animales del GL en comparación con los 
del GC (p<0,0001), pero al expresar este parámetro en función del peso corporal (CMT 
t60), se apreció que no existieron diferencias significativas entre ambos grupos de 
animales (p<0,0001). Cuando el CMT se expresa por unidad de área en el tiempo final, 
se obtiene el valor de densidad mineral total (DMT t60). Para esta medida se obtuvieron 
valores medios para los animales del GL sin diferencias significativas con los del GC 
(p=0,0322). Vale mencionar, que la densidad mineral ósea es un fuerte biomarcador que 
indica la tendencia a la fractura (Albarracín y col., 2014). 
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TABLA 16 
Contenido mineral total (CMT), Contenido mineral total t60 (CMT t60), Densidad mineral total t60 
(DMT t60) de ambos grupos de animales* 
Dieta CMT 
(g) 
CMT t60 
(g/Kg PC) 
DMT t60 
(g/cm2 ) 
Lupino 1,12 ± 0,12a 9,49 ± 1,18a 0,23 ± 0,002a 
Control 4,05 ± 0,18b 10,01 ± 1,58a 0,24 ± 0,002a 
p valor <0,0001 <0,0001 0,0322 
*Valores medios ± el DE (n=10 por grupo). Medias con letra en común no son significativamente 
diferentes (p<0,05). 
PC=Peso corporal. 
Estos resultados indicaron que la ingesta de harina de lupino en ratas del GL 
ejerció un efecto similar sobre el contenido mineral óseo de los animales al observado 
para los que consumieron dieta control. En este estudio, los bajos niveles de ingesta de 
dieta a base de harina de lupino, se vieron reflejados en bajas ingestas de Ca. Además, a 
pesar de haberse observado tasas de absorción del mineral significativamente mayores 
en el caso de los animales del GL en comparación a los del GC, no pudo demostrarse un 
aumento significativo en la salud ósea. 
4.4.6.3 Evaluación de la composición ósea en el fémur derecho 
En la Tabla 17 se presentan los resultados obtenidos para la evaluación de la 
composición ósea del fémur derecho en animales de ambos grupos, al final de la 
experiencia. Este hueso fue seleccionado debido a que es considerado un tejido óseo 
representativo del resto e, incluso, es considerado un parámetro representativo por la 
resistencia del hueso frente a posibles fracturas (Coudray y col., 2001). 
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El Ca y el P representan dos de los principales minerales constituyentes del hueso, 
formando cristales de hidroxiapatita con distinto grado de maduración, y/o como fosfato 
cálcico amorfo (Arnaud y Sánchez, 1997). Ambos minerales deben estar disponibles en 
cantidades suficientes para que la mineralización ósea sea la adecuada. Zaichicka y 
Tzaphlidou (2002) confirmaron que la relación de Ca/P del hueso en individuos adultos 
saludables, alcanza un valor aproximado a 2. En el presente estudio, se encontraron 
valores normales de dicha relación, sin diferencias significativas para ambos grupos de 
animales. 
4.4.6.4 Volumen óseo trabecular 
El volumen óseo trabecular, representa el porcentaje de tejido ocupado por 
trabéculas, formando una red de espacios que se intercomunican y que se encuentran 
llenos de médula ósea. En la Figura 19 podemos observar un incremento significativo 
en el volumen óseo trabecular de los animales del GL en comparación a los del GC 
(p<0,05). El calcio se deposita en los intersticios del hueso que, junto con el aumento 
del número de trabéculas, influyen en la constitución de un hueso más sano. Los 
resultados del presente estudio demostraron que el %AbsA fue significativamente 
mayor para animales alimentados con dieta lupino, es decir, que la absorción de Ca y su 
retención fue mejorada con la incorporación de harina de lupino a la dieta de los 
animales, aunque no se observaron cambios significativos en la DMT t60, en 
comparación al grupo alimentado con dieta control. Taguchi y col. (1994) demostraron 
en su estudio llevado a cabo con ratas alimentadas con una dieta control y una dieta que 
incluyó 5% fructooligosacáridos y 0,5% Ca, respectivamente, que el incremento en el 
TABLA 17 
Composición ósea del fémur derecho de animales alimentados con dieta control y dieta con harina de 
lupino: Cenizas, Contenido orgánico (CO), relación Cenizas/CO, Ca, P y relación Ca/P* 
 Grupo Control Grupo Lupino 
Cenizas (mg/100 g PC) 52,57 ± 0,97a 50,56 ± 1,37a 
CO (mg/100 g PC) 47,44 ± 0,98a 49,43 ± 1,38a 
Cenizas/CO 1,12 ± 0,04a 1,03 ± 0,06a 
Ca (mg/100 g PC) 14,88 ± 0,46a 15,58 ± 0,65a 
P (mg/100 g PC) 9,11 ± 0,13a 9,38 ± 0,19a 
Ca/P 1,63 ± 0,08a 1,73 ± 0,06a 
*Valores medios ± DE (n=10 por grupo). Medias con letra en común dentro de la misma fila no son 
significativamente diferentes (p<0,05). 
PC=Peso corporal. 
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volumen óseo trabecular no se debió exclusivamente a una mayor absorción de Ca 
proveniente de la alimentación. De esta manera, es posible que el mayor volumen óseo 
registrado para los animales del GL en el presente estudio, pueda ser consecuencia de 
otros factores, tal como el descenso del pH, producto de la fermentación de los α-GOS, 
provenientes de la dieta que contenía harina de lupino. 
  
Figura 19. % Volumen óseo trabecular de animales alimentados con harina de lupino 
(GL) y dieta control (GC) (p<0,05). 
4.4.7 CONCLUSIONES PARCIALES 
A partir del análisis de los resultados presentados anteriormente, pueden 
enumerarse las siguientes conclusiones: 
i) Los parámetros relacionados al crecimiento de los animales resultaron 
significativamente menores para aquellos alimentados con dieta conteniendo harina de 
lupino, en comparación a los alimentados con dieta control con celulosa. 
ii) En lo referente al balance intestinal, la ocurrencia simultánea de una 
disminución en los recuentos de enterobacterias y de un aumento en los recuentos de 
lactobacilos en heces de animales del GL, en comparación a los del GC, durante los 60 
días de alimentación, permite considerar que los α-GOS provenientes de la harina de 
lupino en la dieta de los animales del GL, ejercieron un efecto en el crecimiento 
selectivo de la flora beneficiosa y, al mismo tiempo, ocasionaron una inhibición o 
retardo en el crecimiento de flora patógena en el intestino de estos animales. 
iii) En cuanto a los parámetros relacionados con el ciego de los animales, los 
resultados indicaron que existieron diferencias en la relación peso del ciego en función 
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del peso corporal, entre ambos grupos de ratas, con valores significativamente mayores 
para el caso de aquellas alimentadas con dieta con harina de lupino. La menor cantidad 
de heces excretadas por animales sometidos a esta dieta, se relacionaría con el mayor 
contenido de fibra soluble fermentable presente en la misma, la que es degradada por 
bacterias intestinales, resultando en una menor masa en comparación a animales 
alimentados con dieta control. Además, la dieta a base harina de lupino, ocasionó una 
disminución en el pH cecal de 2,15 unidades con respecto al valor registrado para los 
animales alimentados con dieta control conteniendo celulosa. Este efecto puede ser 
atribuido a la fermentación de los α-GOS presentes en esta dieta, con producción de 
AGCC. 
iv) El consumo de la dieta con harina de lupino sobre el metabolismo lipídico de 
los animales GL, provocó una disminución en los niveles séricos de CT, Col no-HDL y 
TG; mientras que al mismo tiempo produjo un aumento significativo en el contenido 
sérico de Col-HDL. Este efecto puede ser atribuido principalmente al mayor contenido 
de butirato presente en el contenido cecal de este grupo de animales, en comparación a 
animales alimentados con dieta control con celulosa. 
v) Los menores niveles de ingesta registrados en el caso de ratas alimentadas con 
dieta con harina de lupino, en relación a los del grupo control, se vieron reflejados en 
valores de ingesta de Ca más bajos para los animales del primer grupo. A pesar que la 
tasa de absorción de Ca resultó mayor para las ratas del GL que para las del GC, no se 
observaron diferencias significativas en los contenidos del mineral como depósito en los 
huesos, entre los animales de ambos grupos. Asimismo, se constató un aumento 
significativo en el volumen óseo trabecular de los animales del GL en relación a los del 
GC. Tanto el depósito de Ca en los huesos como el número de trabeculas, influyen en 
un hueso más sano. 
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4.5 APLICACIÓN DE UN INGREDIENTE CON 
COMPONENTES PREBIÓTICOS AL DISEÑO DE UN 
ALIMENTO FUNCIONAL 
4.5.1 ANÁLISIS CENTESIMAL 
La Tabla 18 presenta la composición centesimal correspondiente a las 
magdalenas de chocolate, libres de proteínas formadoras de gluten, obtenidas para las 
tres formulaciones ensayadas. El reemplazo de la premezcla sabor chocolate, tanto por 
un 10 como por un 20% de harina de semillas de zapallo, no resultó en diferencias 
estadísticamente significativas en el contenido de cenizas de los productos obtenidos en 
ambas formulaciones, en comparación al control (p=0,3874). Por otro lado, las 
formulaciones que incluyeron harina de semillas de zapallo, exhibieron aumentos 
proporcionales a la cantidad de harina agregada, en los contenidos de grasas totales, 
proteínas y FDT, en relación a la formulación control (p<0,0001, p=0,0001, y p<0,0001, 
respectivamente). Estos aumentos se produjeron concomitantemente con una 
disminución en los carbohidratos asimilables con respecto al producto control, haciendo 
que los productos resultantes brinden un mayor aporte proteico y una fracción lipídica 
enriquecida en ácidos grasos mono y poliinsaturados, así como tocoferoles, esteroles y 
compuestos fenólicos con acción antioxidante (Rezig y col., 2012). Asimismo, el 
aumento observado en el contenido de FDT en el caso de las magdalenas elaboradas con 
harina de semillas de zapallo, permitirían que éstos alimentos puedan incluir en su 
rótulo el atributo “Alto contenido de fibra alimentaria”, según la legislación vigente al 
respecto en nuestro país. De lo expuesto, resulta claro que los productos elaborados con 
harina de semillas de zapallo, además de aportar compuestos con propiedades 
prebióticas, poseen un perfil nutricional mejorado con respecto al del producto obtenido 
con la premezcla, conservando la característica de ser libres de proteínas formadoras de 
gluten. Las principales mejoras en el perfil nutricional de los productos formulados se 
evidenciaron mediante un mayor aporte de proteínas, grasas insaturadas y fibra 
alimentaria, una menor contribución de carbohidratos asimilables, como así también una 
adición de vitaminas liposolubles y compuestos antioxidantes. 
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TABLA 18 
Composición centesimal de formulaciones de magdalenas de chocolate, libres de proteínas formadoras 
del gluten* 
 Control Z-10% Z-20% p valor 
Humedad 24,00 ± 0,62b 27,68 ± 0,69a 27,70 ± 0,73a 0,0011 
Grasa 3,70 ± 0,07a 8,62 ± 0,26b 13,68 ± 0,16c <0,0001 
Cenizas 3,44 ± 0,28a 3,60 ± 0,02a 3,70 ± 0,04a 0,3874 
Proteínas 5,45 ± 0,14a 7,94 ± 0,20b 10,76 ± 0,04c 0,0001 
FDT 0a 9,04 ± 0,45b 11,11 ± 0,55c <0,0001 
Soluble 0a 2,92 ± 0,14b 2,89 ± 0,14b <0,0001 
Insoluble 0a 6,12 ± 0,37b 8,22 ± 0,41c <0,0001 
Carbohidratos 
(Por diferencia) 
87,41 ± 0,07a 70,80 ± 0,08b 60,75 ± 0,15c <0,0001 
*Todos los resultados están expresados en g/100 g base seca de valores medios ± DE (n= 3). Medias con 
letra en común dentro de la misma fila no son significativamente diferentes (p<0,05). 
Z-10%: magdalenas de chocolate con 10% de harina de semillas de zapallo. 
Z-20%: magdalenas de chocolate con 20% de harina de semillas de zapallo. 
A continuación, en la Tabla 19 se presenta la información nutricional, así como el 
porcentaje de valor diario recomendado (%VD), en base a una dieta de 2000 kcal para 
cada uno de los productos formulados en este estudio, considerando una porción de 40 
g. Se pudo observar que el aporte energético por porción no resultó significativamente 
diferente entre los distintos tipos de magdalenas elaboradas, a pesar de que la 
incorporación de harina de semillas de zapallo produjo una disminución en el %VD de 
carbohidratos y un aumento en los %VD de grasas totales, proteínas y fibra alimentaria, 
respectivamente (p<0,05). 
Cabe destacar que el aumento de la fracción lipídica en las magdalenas 
conteniendo harina de semillas de zapallo, se debe exclusivamente a la contribución de 
la materia grasa de dichas semillas, la que incluye más de un 70% de ácidos oleico y 
linoleico (Mitra, Ramaswamy y Chang, 2009; Rezig y col., 2012). De esta manera, si 
bien en formulaciones tradicionales se podrían incorporar aceites vegetales de similares 
características a las de la materia grasa del zapallo, con el fin de evitar el uso de grasas 
menos recomendables nutricionalmente, como manteca o crema de leche, en el caso de 
utilizar harina de semillas de zapallo, se obtiene, además, un producto enriquecido en 
proteínas y fibra alimentaria. 
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TABLA 19 
Información nutricional. Porción equivalente a 40 g. 
 Control Z-10% Z-20% 
 Cantidad 
por porción 
% VD* Cantidad 
por porción 
% VD* Cantidad 
por porción 
% VD* 
Valor 
energético 
160,6 kcal 8% 163,4 kcal 8% 171,8 kcal 8,5% 
Carbohidratos 34,9 g 12% 28,3 g 10% 24,3 g 8% 
Grasas totales 1,4 g 2,5% 3,4 g 6% 5,4 g 10% 
Proteínas 2,1 g 3% 3,1 g 4% 4,3 g 6% 
Fibra 
alimentaria 
0 g 0% 3,6 g 14,5% 4,4 g 18% 
*%VD= % de valores diarios con base a una dieta de 2000 kcal. Sus valores diarios pueden ser mayores o 
menores dependiendo de sus necesidades energéticas. 
 El tratamiento terapéutico para aquellas personas intolerantes o diagnosticadas 
como celíacas, consiste en restringir la alimentación a productos libres de proteínas 
formadoras de gluten. La adherencia estricta a estas dietas incluye la eliminación de 
productos alimenticios derivados de granos de trigo, avena, cebada y centeno (Bardella 
y col., 2000). Esta limitación conlleva a otras restricciones asociadas si se toma en 
cuenta que los productos alimenticios a base de estos granos proporcionan alrededor del 
30% de los requerimientos diarios de fibra, hierro, ácido fólico, niacina, riboflavina y 
tiamina (Subar y col., 1998). Thompson (2000) describió en un estudio que los 
alimentos libres de proteínas formadoras de gluten aportan niveles de vitaminas del 
complejo B, hierro y fibra dietaria distintos, en comparación a sus homólogos 
elaborados con harinas conteniendo dichas proteínas, destacando las deficiencias en 
algunos de estos nutrientes. Por lo tanto, la sustitución de productos que contengan 
proteínas del gluten por otros exentos de las mismas, no asegura una correcta ingesta de 
todos los nutrientes, lo que puede provocar graves consecuencias tras períodos 
prolongados (Thompson y col., 2005). Dado que los productos de repostería y panadería 
son de consumo frecuente, la incorporación de harina de semillas de zapallo en 
formulaciones que tengan como base una premezcla libre de proteínas formadoras de 
gluten se presenta como una vía de obtener un producto, como magdalenas de 
chocolate, con un perfil  nutricional mejorado frente al de aquellas elaboradas solamente 
con la premezcla, conservando además su característica de no contener proteínas del 
gluten. 
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4.5.2 PARÁMETROS FÍSICOS 
La Tabla 20 presenta las características físicas de las magdalenas de chocolate 
libres de gluten elaborados según las distintas formulaciones propuestas, mientras que la 
Figura 20 muestra las magdalenas elaborados y estructura de sus migas. 
 
 
Figura 20. Magdalenas de chocolate elaborados (a) y estructura de sus migas (b). 
TABLA 20 
Características físicas de formulaciones de magdalenas de chocolate, libres de proteínas del gluten* 
 Control Z-10% Z-20% p valor 
Peso masa cruda (g) 12,05 ± 0,56a 12,70 ± 1,06a 12,58 ± 1,29a 0,0417 
Peso muffin (g) 10,19 ± 0,52a 11,31 ± 1,02b 11,36 ± 1,39b 0,3579 
Volumen (mL) 44,83 ± 2,32b 45,00 ± 2,53b 41,20 ± 1,79a 0,0263 
Volumen específico (mL/g) 4,37 ± 0,29b 4,09 ± 0,61b 3,88 ± 0,30a 0,2078 
Parámetros de color:     
Corteza     
L* 25,77 ± 0,66a 25,63 ± 0,73a 26,56 ± 1,10a 0,4083 
a* 7,94 ± 0,16a 7,79 ± 0,35a 8,19 ± 0,27a 0,2676 
b* 7,36 ± 0,15a 7,31 ± 0,84a 7,45 ± 0,17a 0,0426 
Miga     
L* 27,84 ± 0,26b 25,27 ± 0,73a 26,26 ± 0,72a 0,0058 
a* 7,88 ± 0,21c 6,66 ± 0,11b 5,99 ± 0,16a <0,0001 
b* 9,28 ± 0,24b 7,81 ± 0,27a 7,95 ± 0,26a 0,0007 
*Valores medios ± DE (n= 3). Medias con letra en común dentro de la misma fila  
no son significativamente diferentes (p<0,05). 
Z-10%: magdalenas de chocolate con 10% de harina de semillas de zapallo. 
Z-20%: magdalenas de chocolate con 20% de harina de semillas de zapallo. 
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El volumen específico expresa la relación entre el volumen y el peso del producto, 
parámetro que es generalmente reconocido como útil en la evaluación de panificados y 
alimentos análogos como los de repostería (Costantini y col., 2014). Puede considerarse 
que un mayor volumen específico resulta una característica deseable en el caso de 
magdalenas, lo que se traduce en un producto más voluminoso, aireado y no 
apelmazado. Los resultados obtenidos (Tabla 20) muestran que el peso de las 
magdalenas elaboradas con harina de semillas de zapallo (Z-10% y Z-20%) resultaron 
significativamente mayores en comparación al control (p=0,3579), mientras que el 
volumen fue significativamente mayor para el producto control y para Z-10% en 
comparación al Z-20% (p=0,0263). Los respectivos volúmenes específicos calculados 
no presentaron diferencias significativas entre la muestra control y Z-10%, pero sí entre 
éstos ensayos y la magdalena elaborada con un reemplazo de un 20% de premezcla base 
por harina de semillas de zapallo (p=0,2078). Estos resultados quedan visualmente en 
evidencia en el aspecto de los productos obtenidos (Figura 20). La obtención de 
panificados de menor volumen se produce cuando se rompen las burbujas de gas en la 
masa, el gas se abre camino a través de las partículas y canales débilmente conectados y 
sale de la masa, por consiguiente, el producto panificado resultante tendrá un volumen 
menor (Onyango y col., 2011). 
Un alto grado de compactación y un bajo volumen en productos de repostería y 
panificados pueden ser consecuencia de una masa que no posee características de 
viscoelasticidad adecuadas para que las burbujas de gas mantengan su integridad 
durante el horneado, la cual es necesaria para obtener una miga con alta densidad de 
alvéolos y de tamaños tales que den como resultado productos esponjados y 
voluminosos (Pérez, Docena y Curciarello, 2009). Esto a su vez, tiene que ver con 
varios factores, entre los cuales cuenta el contenido graso que, en general, ejerce un 
efecto contraproducente en el volumen final del producto. 
Por otro lado, al evaluar aspectos de color de los productos formulados, en el caso 
de la corteza de las magdalenas no se registraron diferencias significativas en el 
parámetro Luminosisad (L*) entre las tres muestras (p=0,4083). Al considerar sus 
respectivas migas, los resultados del análisis mostraron diferencias significativas en este 
parámetro entre la muestra control y las muestras Z-10% y Z-20%, las que a su vez, 
presentaron valores comparables para dicho valor (p=0,0058). Un valor de L* mayor 
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para la miga de las magdalenas que incluyeron harina de semillas de zapallo en 
comparación al producto control, puede ser consecuencia del aporte de pigmentos 
propios de dicha harina (principalmente carotenoides) que imparten una coloración más 
oscura a la masa. Además, se puede postular que la presencia de un mayor contenido 
proteico en las magdalenas elaboradas con harina de semillas de zapallo, en presencia 
de carbohidratos disponibles, permiten que la reacción de Maillard pueda tener lugar en 
mayor grado en éstos productos, generando pigmentos responsables del color tostado 
(Miñarro y col., 2010). Continuando con el análisis de color, el parámetro 
enrojeciemiento (a*), no presentó diferencias significativas en las cortezas de los tres 
productos analizados (p=0,2676), mientras que en sus respectivas migas fueron 
detectadas diferencias significativas entre todas las muestras (p<0,0001), resultando 
menores para las magdalenas con harina de semillas de zapallo. Finalmente, 
considerando el parámetro amarillez (b*), no se registraron diferencias significativas 
entre las cortezas de las tres muestras de magdalenas elaboradas (p=0,0426), mientras 
que en la miga, la inclusión de harina de semillas de zapallo, condujo a disminuciones 
estadísticamente significativas en comparación a la muestra control (p=0,0007). 
4.5.3 ANÁLISIS DE IMAGEN DIGITAL DE LA ESTRUCTURA 
Con el objetivo de evaluar la estructura de las magdalenas, se obtuvieron 
imágenes digitales de la corteza y miga de cada muestra mediante una Lupa 
estereoscópica (ST60 series, Stereo Microscope, China) con 20 aumentos, las que se 
presentan en las Figuras 21, 22 y 23, respectivamente. 
De la observación de las mismas, surgió que la formulación correspondiente al 
control resultó en un producto con alvéolos de diámetro medio de <1500 µm, tanto en 
corteza como en miga, mientras que la formulación que incluyó 10% de harina de 
semillas de zapallo (Z-10%) produjo una magdalena con alvéolos de corteza y miga de 
diámetros medios de <1500 µm y <2000 µm, respectivamente (Figura 21 y 22). Puede 
afirmarse, que en ambas formulaciones, la retención de gas durante la cocción permitió 
obtener características texturales deseables para este tipo de producto. En particular, el 
aumento del tamaño de alvéolos de la masa observado en el caso de la muestra Z-10%, 
podría contribuir positivamente a la calidad de la estructura de la miga en este caso. 
Sánchez, Osella y De La Torre (2002), investigaron una forma de mejorar el número de 
alvéolos de un pan elaborado con harina de arróz, almidón de maíz y almidón de 
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mandioca, mediante la adición de una pequeña cantidad de harina de soja, la que 
condujo a una mejora de la calidad de la estructura de la miga, gracias a las proteínas 
que ésta aportaba a la preparación. 
En la Figura 23 podemos observar la estructura de la corteza y miga de las 
magdalenas elaborados con un 20% de harina de semillas de zapallo. En la misma, 
podemos observar una mayor densidad alveolar, es decir mayor número de alvéolos por 
unidad de área, lo que explica un menor volumen del producto y un mayor grado de 
compactación de la miga con respecto a las otras dos formulaciones. Un mayor grado de 
compactación y un bajo volumen logrado en este producto en comparación al control y 
Z-10% respectivamente, seguramente se debió al mayor contenido graso aportado por la 
harina de semillas de zapallo; observando un mayor número de alvéolos de tamaños 
medios menores a 700 µm tanto en miga como en respectiva corteza de las magdalenas 
Z-20%. 
 
Figura 21. Estructura de la corteza (a) y miga (b) de magdalenas de chocolate control. 
 
Figura 22. Estructura de la corteza (a) y miga (b) de magdalenas de chocolate Z-10%. 
 
Figura 23. Estructura de la corteza (a) y miga (b) de magdalenas de chocolate Z-20%. 
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4.5.4 EVALUACIÓN SENSORIAL 
En la Tabla 21 y Tabla 22, se presentan las estadísticas descriptivas de las 
variables en estudio según tipo de formulación de magdalena y, los valores medios de 
ranking de las variables estudiadas comparando las tres formulaciones y las diferencias 
encontradas con el test de Friedman, respectivamente. 
TABLA 21 
Valores de mediana (mínimo y máximo) de las variables en estudio según tipo de formulación de 
magdalenas (n=20). 
Variable Control Z-10% Z-20% 
Color 9 (7-9) 9 (7-9) 9 (7-9) 
Esponjosidad 7 (5-9) 8 (7-9) 9 (8-9) 
Sabor 7 (5-9) 9 (7-9) 9 (8-9) 
Textura 7 (5-8) 8 (7-9) 9 (8-9) 
Aceptabilidad general 7 (5-9) 9 (8-9) 9 (8-9) 
 
A pesar de que el valor de mediana y valores mínimos y máximos para las tres 
muestras de magdalenas de la variable en estudio color fueron idénticos (mediana=9, 
con puntuación mínima de 7 y máxima de 9), los resultados del análisis del test de 
Friedman demostraron que existieron diferencias significativas para la magdalena 
control y Z-20%, mientras que no existieron entre la muestra control y Z-10% y entre Z-
10% y Z-20%, respectivamente (p=0,0182). Para interpretar mejor estos resultados, a 
continuación se representa de forma gráfica (Figura 24) el porcentaje de respuestas de 
puntuación por parte de los evaluadores, observando que a medida que se incorpora 
harina de semillas de zapallo, la variable color resulta mejor puntuada. Este resultado es 
claramente favorable, se sabe que el color es un importante atributo de los productos 
horneados, que influye en las preferencias de consumo y en la compra del producto 
(Miñarro y col., 2010), el consumidor suele seleccionar sus productos en función si 
resulta atractivo o no su color. 
TABLA 22 
Valores medios de rankings de las variables en estudio según tipo de formulación de magdalenas (n=20). 
Variable Control Z-10% Z-20% Test de Friedman 
(p valor) 
Color 1,80a 2,03ab 2,18b 0,0182 
Esponjosidad 1,28a 2,18b 2,55b <0,0001 
Sabor 1,25a 2,33b 2,43b <0,0001 
Textura 1,10a 2,33b 2,58b <0,0001 
Aceptabilidad general 1,18a 2,43b 2,40b <0,0001 
Letras iguales no evidencian diferencias significativas al 0,05. 
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Figura 24. Porcentajes de valores obtenidos para la variable color entre las muestras 
control , Z-10% y Z-20%. 
La variable esponjosidad suele ser un problema en los panificados sin gluten. No 
poseen esponjosidad, no son elásticos y por lo tanto se desmigan. Esto se produce por la 
ausencia de proteínas formadoras de gluten. Los resultados del análisis del test de 
Friedman demostraron que existieron diferencias significativas para la magdalena 
control en comparación a magdalena Z-10% y Z-20%, respectivamente (p<0,0001). A 
continuación se representa de forma gráfica (Figura 25) el porcentaje de respuestas de 
puntuación por parte de los evaluadores, observando que a medida que se incorpora 
harina de semillas de zapallo, la variable esponjosidad resulta mejor puntuada, 
destacando que a mayor % de la misma la magdalena tiende a conservar la estructura su 
miga, mientras que la muestra control se desmiga con mayor facilidad, obteniendo 
valores de esponjosidad variables y menores en compración a Z-10% y Z-20% 
respectivamente. 
 
Figura 25. Porcentajes de valores obtenidos para la variable esponjosidad entre las 
muestras control, Z-10% y Z-20%. 
Considerando la variable sabor, podemos observar que existieron diferencias 
significativas para la magdalena control en comparación a magdalena Z-10% y Z-20%, 
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respectivamente (p<0,0001). En la Figura 26 podemos observar que a medidad que se 
incorpora harina de semillas de zapallo a la formulación de las magdalenas, la variable 
sabor resulta mejor puntuada y disminuye la variablilidad de resultados, resultado 
claramente visible en la representación grafica. 
	 	 	
Figura 26. Porcentajes de valores obtenidos para la variable sabor entre las muestras 
control, Z-10% y Z-20%. 
Otra de las variables importantes para productos elaborados sin gluten, es la 
textura. Diferencias significativas se encontraron entre la muestra control y, Z-10% y Z-
20%, respectivamente (p<0,0001). Como puede observarse en la Figura 27, muestras 
de magdalenas control recibieron puntuaciones menores en compración a Z-10% y Z-
20%. La textura general de un producto panificado depende de la red tridimensional 
formada a partir de los componentes individuales presentes en su formulación, esta 
estructura tridimensional y la apariencia del producto influye en sus propiedades de 
textura y sensoriales (Crowley, Grau y Arendt, 2000). Los resultados obtenidos para la 
magdalena con 20% de harina de semillas de zapallo resultó ser la mejor puntuada en su 
textura. Estos resultados son congruentes con los obtenidos a partir de la medición de 
los alvéolos presentes en las masas de las magdalenas presentadas en el ítem 4.4.3. 
Mariotti, Pagani y Lucisano (2013), presentaron un estudio cuyo objetivo consistía en 
mejorar la calidad de panes a través de la inconrporación de harinas de leguminosas 
(como mandioca o garbanzo) y han observado que la presencia de poros medianos en 
panes contribuye a un aumento en la textura de la miga. 
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Figura 27. Porcentajes de valores obtenidos para la variable textura entre las muestras 
control, Z-10% y Z-20%. 
Finalmente, la última variable analizada fue la Aceptabilidad general de las 
magdalenas. Diferencias significativas se obtuvieron entre la muestra control y 
magdalenas Z-10% y Z-20% (p<0,0001), observando en la Figura 28 que tanto la 
muestra Z-10% y Z-20%, fueron idénticamente puntuadas. El 70% de los consumidores 
puntuaron con un valor máximo de 9 y el 30% restante otorgó una puntuación mínimo 
de 8, lo cual resultó claramente positivo. En cuanto a la muestra control, el 50% de los 
consumidores puntuaron la magdalena control con un valor de 7, utilizando también 
valores de 5, 6, 8 y 9, lo que condujo a resultados variables en la respuesta de los 
consumidores con respecto a esta muestra. 
	 	  
Figura 28. Porcentajes de valores obtenidos para la variable aceptabilidad general 
entre las muestras control, Z-10% y Z-20%. 
4.5.5 CONCLUSIONES PARCIALES 
Atendiendo al último objetivo de la presente tesis doctoral, el diseño y desarrollo 
de un producto horneado sin gluten que aporte α-GOS y que presenten un perfil 
funcional y sensorial aceptable, fue desarrollado. Tradicionalmente, los productos 
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dirigidos a la población celíaca se han diseñado atendiendo únicamente a la ausencia de 
proteínas formadoras del gluten, utilizando ingredientes que intenten obtener un 
producto con características similares a los que se obtienen utilizando harinas con 
gluten. La mezcla de diferentes harinas y almidones es necesaria para la obtención de 
magdalenas aptas para celíacos con buenas características sensoriales. Magdalenas 
elaborados con un 10 y 20% de harina de semillas de zapallo han demostrado mayor 
aceptabilidad general por parte de los consumidores, particularmente magdalenas Z-
20% obtuvieron mejores puntuaciones para las variables esponjosidad, textura, sabor y 
color, esto es debido a que la harina de semillas de zapallo aporta un color otorgado 
como consecuencias de las reacciones de Maillard y sabor característico que aporta este 
tipo de semillas. Desde el punto de vista nutricional, la incorporación de harina de 
semillas de zapallo en el desarrollo de magdalenas aptas para celíacos, proporciona un 
perfil nutricional superior, demostrado en este estudio por un aumento significativo en 
el contenido de grasas totales, proteínas y FDT, nutrientes que suelen estar ausentes en 
la mayoría de los productos panificados libres de gluten. El enriquecimiento de este tipo 
de productos con harina de semillas de zapallo podría utilizarse para el desarrollo de un 
alimento saludable destinado a la población celíaca, como así también, podría 
consumirse por la población en general. 
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis, permiten enumerar las 
siguientes conclusiones finales: 
- La extracción y purificación de compuestos del tipo α-galactósidos a partir de 
tres especies de semillas se consiguió mediante una metodología que puede ser 
adaptada para su uso a mayor escala utilizando otras matrices, mediante 
solventes de extracción aptos para uso alimenticio, económicos, abundantes y no 
contaminantes. 
- En las tres especies de semillas analizadas se encontraron α-galactósidos del tipo 
rafinosa, estaquiosa y verbascosa, en niveles que permiten ser considerados 
fuentes de estos compuestos y que podrían utilizarse tales como extractos o 
harinas en la elaboración de alimentos funcionales. 
-  El ensayo de capacidad prebiótica realizado bajo condiciones in vitro permitió 
considerar a los α-galactósidos provenientes de harina de lupino, zapallo y trigo 
sarraceno, como potenciales compuestos con actividad prebiótica al demostrar 
que fueron selectivamente utilizados por cepa probiótica Lactobacillus 
paracasei y no por la mezcla entérica utilizada en este estudio. 
- A partir de resultados de ensayos que evalúan in vivo ciertos marcadores 
fisiológicos de actividad prebiótica de un componente en la dieta de animales, se 
pudo concluir: 
1. El efecto del consumo de harina de semillas de lupino conteniendo α-
galactósidos en ratas alimentadas durante un período de 60 días, demostró un 
cambio en la microflora intestinal en comparación a animales que recibieron 
dieta control. Particularmente el aumento en microorganismos beneficiosos y 
la disminución de flora patógena, se encuentra asociada a la disminución del 
pH cecal y producción de AGCC, entre ellos el ácido acético, butírico y 
propiónico. 
2. El consumo de dieta con harina de lupino sobre el metabolismo lipídico de 
los animales GL, provocó una disminución en los niveles séricos de 
colesterol total, colesterol no-HDL, triglicéridos y un aumento en colesterol-
HDL. Este efecto puede ser atribuido principalmente al mayor contenido de 
butirato presente en el contenido cecal de este grupo de animales, en 
comparación a animales alimentados con dieta control con celulosa. 
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3. Los menores niveles de ingesta registrados en el caso de ratas alimentadas 
con dieta con harina de lupino, en relación a los del grupo control, se vieron 
reflejados en valores de ingesta de Ca más bajos para los animales del primer 
grupo. A pesar que la tasa de absorción de Ca resultó mayor para las ratas 
del GL que para las del GC, no se observaron diferencias significativas en 
los contenidos del mineral como depósito en los huesos, entre los animales 
de ambos grupos. Asimismo, se constató un aumento significativo en el 
volumen óseo trabecular de los animales del GL en relación a los del GC. 
Tanto el depósito de Ca en los huesos como el número de trabeculas, tienen 
influencia en la constitución de un hueso más sano. 
- Las tres especies vegetales con componentes bioactivos podrían utilizarse para la 
formulación de alimentos saludables libres de proteínas formadoras de gluten. Así, 
el desarrollo de productos panificados aumentaría la gama de alimentos para 
celíacos. 
- La elaboración de magdalenas de chocolate aptas para celíacos con incorporación 
de harina de semillas de zapallo, tanto en un 10% como un 20%, logró mayor 
aceptabilidad por parte de consumidores celíacos en comparación al mismo 
producto elaborado con premezcla comercial. 
- El reemplazo de un porcentaje (10% y/o 20%) de premezcla por harina de semillas 
de zapallo logró obtener un producto del tipo panificado que aporta compuestos con 
propiedades prebióticas y con un perfil nutricional de alto valor, enriquecido en 
proteínas, grasas de origen vegetal y fibra dietaria total, con respecto al producto 
tradicional elaborado con la premezcla para celíacos. 
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Composición de medios de cultivo 
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Caldo MRS 
Fórmula en g L-1  
Proteasa peptona 10,0 
Extracto de carne 8,0 
Extracto de levadura 4,0 
Glucosa 20,0 
Tween 80 1 mL 
Fosfato dipotásico 2,0 
Acetato de sodio 5,0 
Citrato de amonio 2,0 
Sulfato de magnesio 0,2 
Sulfato de manganeso 0,05 
 pH final: 6,4 ± 0,2 
Suspender 51 g del medio en un litro de agua destilada. Reposar 5 minutos y mezclar calentando a 
ebullición durante 1 ó 2 minutos. Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121 ºC. 
 
Agar MRS 
Fórmula en g L-1  
Proteasa peptona 10,0 
Extracto de carne 8,0 
Extracto de levadura 4,0 
Glucosa 20,0 
Tween 80 1 mL 
Fosfato dipotásico 2,0 
Acetato de sodio 5,0 
Citrato de amonio 2,0 
Sulfato de magnesio 0,2 
Sulfato de manganeso 0,05 
Agar 13,0 
 pH final: 6,4 ± 0,2 
Suspender 64 g del medio en un litro de agua destilada. Reposar 5 minutos y mezclar calentando a 
ebullición durante 1 ó 2 minutos. Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121 ºC. 
 
Caldo MRS Basal 
Fórmula en g L-1  
Proteasa peptona 10,0 
Extracto de carne 8,0 
Extracto de levadura 4,0 
Tween 80 1 mL 
Fosfato dipotásico 2,0 
Acetato de sodio 5,0 
Citrato de amonio 2,0 
Sulfato de magnesio 0,2 
Sulfato de manganeso 0,05 
 pH final: 6,4 ± 0,2 
Suspender 51 g del medio en un litro de agua destilada. Reposar 5 minutos y mezclar calentando a 
ebullición durante 1 ó 2 minutos. Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121 ºC. 
 
Agar MRS Basal 
Fórmula en g L-1  
Proteasa peptona 10,0 
Extracto de carne 8,0 
Extracto de levadura 4,0 
Tween 80 1 mL 
Fosfato dipotásico 2,0 
Acetato de sodio 5,0 
Citrato de amonio 2,0 
Sulfato de magnesio 0,2 
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Sulfato de manganeso 0,05 
Agar 12,0 
 pH final: 6,4 ± 0,2 
Suspender 51 g del medio en un litro de agua destilada. Reposar 5 minutos y mezclar calentando a 
ebullición durante 1 ó 2 minutos. Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121 ºC. 
 
Caldo Medio Mínimo M9 
Fórmula g L-1  
Fosfato de disódio 6,0 
Fosfato de potasio 0,5 
Cloruro de sodio 1,0 
Cloruro de amonio 1 mL 
Sulfato de magnesio heptahidratado 1M 1 mL 
Cloruro de calcio anhidro 0,01 M 10 mL 
 pH final: 6,8 ± 0,2 
Esterilizar en autoclave a 121 ºC, 15 minutos. 
 
Caldo LB 
Fórmula en g L-1  
Tirpteína 10,0 
Extracto de levadura 5,0 
NaCl 5,0 
Ajustar el pH a 7,5 con NaOH y esterilizar por autoclave a 121 ºC, 15 minutos. 
 
Agar MacConkey 
Fórmula en g L-1  
Peptona 17,0 
Pluripeptona 3,0 
Cloruro de sodio 5,0 
Lactosa 10,0 
Mezcla de sales biliares 1,5 
Rojo neutro 0,03 
Cristal violeta 0,001 
 pH final: 7,1 ± 0,2 
Suspender 50 g del polvo por litro de agua destilada. Reposar 5 minutos y mezclar hasta uniformar. 
Calentar suavemente y hervir 1 a 2 minutos hasta disolver. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 
minutos. 
 
Tripteína soja agar (TSA) 
Fórmula en g L-1  
Tripteína 15,0 
Peptona de soya 5,0 
Cloruro de sodio 5,0 
Agar 15,0 
 pH final: 7,3 ± 0,2 
Disolver 40 g de polvo deshidratado por litro de agua destilada. Mezclar y dejar reposar 5 minutos. 
Calentar suavemente agitando y hervir durante 1 o 2 minutos hasta su disolución. Distribuir y esterilizar 
en autoclave durante 15 minutos a 118-121°C. 
 
